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RESUMO 

Detalhar o mecanismo de ação dos anestésicos, tanto locais (LA) como gerais (GA), 

tem sido a proposta de diversos estudos, uma vez que este ainda não é bem estabelecido. A 

interação destes fármacos com os canais iônicos e com os lipídios das membranas parece 

ser fundamental para compreender este efeito. Experimentos têm mostrado que o TREK-1, 

um canal K2P, é muito importante para o efeito anestésico. A maior parte da sensitividade 

deste canal é atribuída a sua região C-terminal, que trabalha como um domínio sensor para 

integrar a ação do anestésico à atividade do canal. Nosso trabalho visa investigar por 

dinâmica molecular o efeito anestésico, em especial a interação destas moléculas com o 

canal TREK-1 e com membranas biológicas. Nossos resultados revelam a existência de um 

acoplamento direto entre a região C-terminal do canal e a superfície da membrana. 

Observamos que lipídios negativamente carregados e o meio intracelular ácido podem 

também aumentar esta interação. Nossas simulações com o anestésico geral isoflurano 

mostram que a abertura do canal deve ser uma reação indireta do mesmo ao inchaço da 

membrana. Com relação aos anestésicos locais, nossas simulações de dinâmica molecular 

combinadas com cálculos de perfil de energia livre e com cálculos QM/MM, indicam que a 

forma carregada dos LAs permanece na inteface entre água e lipídio, enquanto a forma 

neutra pode cruzar a membrana.   
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ABSTRACT 

Detailing the action mechanisms of anesthetics, both local (LA) and general (GA), have 

been the purpose of several studies, since this is not well established. The anesthetics 

interactions with ion channels and membrane lipids are essential to understand its effect. 

Experiments had showed that the TREK-1, a K2P channel, is of paramount importance for 

these anesthetic effects. Most of the channel sensitivity to local and GA is attributed to its 

intracellular C-terminal moiety, which works as a sensor domain required for integration of the 

anesthetic action into channel activity. We have investigated by MD simulations the anesthetic 

effect, specificaly its interaction with the biological membrane and the TREK-1 channel. Overall, the 

MD study reveals a direct coupling of the TREK-1 C-terminus to the intracellular membrane surface. 

Also, negatively charged lipids and intracellular acidosis could increase such interaction. In our 

simulations with the general anesthetic isoflurane, we show that the channels opening must be an 

indirect reaction of the membrane swelling. Regarding the local anesthetics, our MD simulations 

combined with free-energy and QM/MM calculations, indicate that charged forms of LA interacts most 

with the lipid/water interface and that uncharged LA can interchange between both bilayer faces. 
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1-INTRODUÇÃO:  

 O transporte de íons, pequenas moléculas e até mesmo água através da membrana 

celular é de grande importância para a manutenção da vida. A regulação da passagem 

destas substâncias e de íons através da membrana é feita primeiramente pela própria 

capacidade seletiva da membrana que permite a separação de moléculas devido às suas 

diferentes características físico-químicas, como a hidrofobicidade. Entretanto, a grande 

maioria das substâncias que cruzam a membrana celular, o fazem via alguma proteína 

transportadora. Este tipo de proteína é geralmente muito especializada e transporta apenas 

um ou poucos tipos de elementos ou moléculas. Como estes canais trabalham em condições 

muito específicas e são afetados por diferentes condições externas a eles, estes passam a 

ser importantes para a transmissão de sinais através das células (Voet, et al., 2002). 

 Este fluxo de substâncias do meio extracelular para o meio intracelular, ou vice-versa, 

pode ocorrer a favor ou contra a direção dos gradientes de concentração ou químico. Se a 

troca de substâncias ocorre na direção do gradiente, ou seja, na direção de um menor 

potencial, a troca é energeticamente favorável e não há necessidade de adição de energia 

(como numa diálise), mas se o transporte é contra este gradiente, existe então a 

necessidade de adição de energia metabólica. Outro fator a ser considerado é se a 

substância a ser transportada tem uma carga líquida. Quando isto ocorre esta se moverá não 

apenas no gradiente de concentração, mas também através de um gradiente eletroquímico 

devido ao potencial da membrana. 

 Outra forma possível de transporte através da bicamada lipídica é o transporte por 

difusão passiva. Neste tipo de transporte o grande fator protetor da membrana para a célula, 

a sua natureza anfifílica, faz com que o transporte de certas substâncias seja possível. As 
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moléculas atravessam a membrana sem o auxílio de energia metabólica e sem a ajuda de 

proteínas transportadora. Porém poucas moléculas são capazes de difundir através da 

membrana lipídica, sendo que a maioria dos transportes através da bicamada envolvem uma 

proteína (Simonsen, et al., 2001). 

Estas proteínas transmembranares (TM) geralmente possuem um grande conteúdo de 

alfa hélices na região da membrana, porém existem também proteínas de canal que formam 

barris de folhas beta e que são muito comuns em bactérias. As proteínas formadoras de 

canal trabalham de diversas formas e podem agir como bombas que são ativadas por ATP, a 

energia metabólica, ou apenas como um canal que facilita a difusão de um meio para outro. 

Todos estes mecanismos são necessários devido à composição dos fosfolipídios, que 

apresentam uma característica anfipática, ou seja, sua cauda é bastante hidrofóbica e devido 

a sua polaridade a região da cabeça é hidrofílica. Como exemplo tomemos a DPPC 

(dipalmitoyl-phosphatidylcholine), um fosfolipídio bastante comum, a sua região do 

grupamento fosforil, representado na Figura 1 por uma esfera vermelha, apresenta uma 

carga residual negativa, enquanto o grupamento amina, esfera azul, possui carga residual 

positiva, gerando então um dipolo nesta região. 

Em sistemas biológicos, estas características levam os fosfolipídios a formar a base 

das membranas celulares. Estas moléculas servem como uma matriz para os demais 

componentes da membrana, como proteínas, colesterol entre outras moléculas. O arranjo 

dos lipídios na membrana, na forma de bicamadas, proporciona a esta características que 

são muito importantes para a manutenção da vida, em especialmente na proteção do meio 

intracelular. 
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Figura 1: Molécula de DPPC. 1a: destaque para a região do dipolo formado pelo grupamento 
fosforil (vermelho) e o grupamento amina (azul). 1b: estrutura tridimensional do lipídio. 

 

Como comentado, as membranas biológicas formam uma enorme barreira de 

proteção para a célula, uma vez que elas, junto com as suas componentes protéicas, 

trabalham de forma a selecionar as moléculas que entram e saem do meio intracelular. Outra 

característica importante para os seres vivos está na capacidade das membranas interagirem 

com fármacos e outras moléculas. 

Na Figura 2 podemos ver a representação de uma membrana de DPPC junto com as 

duas camadas de solvente que representam o meio extra e intracelular. Uma característica 

importante deste arranjo é que por reduzir o número de graus de liberdade de outras 

substâncias que interagem com ela, a membrana pode ser considerada um ótimo 

catalisador, tanto para processos biológicos como em reações de interesse para processos 

nanotecnológicos. 
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Figura 2: Bicamada lipídica de DPPC solvatada. 2a: destaque para um lipídio de DPPC no meio 
da membrana mostrando sua posição. 2b: patch de 128 lipídios de DPPC. 

 

Fármacos ou outras moléculas que possuam uma característica anfifílica, assim como 

anestésicos locais, interagem com a região logo abaixo da cabeça polar da membrana, 

alterando propriedades da mesma que são importantes, por exemplo, para a transmissão de 

sinais, transporte iônico, entre outras, mesmo não havendo difusão destas através da 

membrana (Dickey, et al., {2005}) (Pedersen, et al., 2007) (Aagaard, et al., 2006). Este tipo 

de comportamento é bastante importante para diversos processos celulares, assim como o 

processo de difusão. 
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1.1 – FLUXO ATRAVÉS DA MEMBRANA CELULAR: 

 Como citado, existem três formas principais de fluxo de substâncias através da 

membrana celular: 

Difusão Passiva: 

 A difusão acontece espontaneamente, aumenta a entropia do sistema e reduz a 

energia livre, não havendo proteína de membrana envolvida. O processo de transporte é 

influenciado pelas características da substância a ser transportada e pela natureza da 

bicamada. A velocidade da difusão em uma membrana pura de fosfolipídios dependerá então 

do gradiente de concentração, da hidrofobicidade, do tamanho e da carga líquida da 

molécula a ser transportada. 

 Algumas moléculas atuam como um facilitador deste tipo de difusão. Um exemplo é o 

etanol, que altera propriedades da membrana deixando-a mais permeável a moléculas 

anfifílicas. O mecanismo exato de atuação do etanol também é desconhecido, mas sabe-se 

que qualquer pequena molécula anfifílica, como alcoóis e anestésicos locais carregados, é 

capaz de se intercalar entre os lipídios da membrana alterando a fluidez e a permeabilidade 

destas bicamadas (Pedersen, et al., 2007). O etanol é um excelente exemplo, pois é muito 

pequeno e possui grande facilidade em auxiliar na sua própria partição na membrana bem 

como na partição de fármacos anfifílicos. 

Difusão facilitada: 

 Este tipo de difusão ocorre de acordo com o mesmo principio termodinâmico do 

transporte passivo, ao longo do gradiente de concentração. Entretanto, aqui o fluxo é 

facilitado pela presença de canais protéicos, que facilitam o transporte de água e íons 
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através da membrana. Estas proteínas de membrana apresentam poros inseridos na 

bicamada com um interior hidrofílico que permite a passagem de substâncias que são 

extremamente lipofóbicas como os íons. Estes canais podem ser de dois tipos básicos, um 

em que a abertura é contínua e não é modulada por nenhum estímulo e outro em que existe 

a modulação para abertura e fechamento do canal (gating). Este segundo seria o 

responsável por diversos efeitos como a condução de sinal através de um neurônio (Voet, et 

al., 2002). 

Transporte ativo: 

 Neste tipo de transporte o soluto é movido contra o gradiente de concentração ou o 

gradiente eletroquímico e para isto são necessárias proteínas de transporte que utilizam 

energia metabólica, geralmente ATP. Um fato importante a respeito deste tipo de proteína de 

transporte é que elas são extremamente seletivas e por esta razão também são alvos fáceis 

para uma inibição farmacológica seletiva. Um exemplo deste tipo de transporte são as 

bombas de sódio-potássio (Gadsby, 2009). 

Algumas conseqüências fisiológicas deste tipo de transporte são muito conhecidas, 

como o fato de haver uma alta concentração de potássio no interior da célula e uma baixa 

concentração de sódio. O mecanismo responsável por este fenômeno é a bomba de sódio-

potássio, que move estes dois íons em direções opostas através da membrana. Esta bomba 

é uma ATP-ase que retira três íons sódio da célula para cada dois potássios que bombeia 

para dentro da mesma (Gadsby, 2009). Esta proteína foi descoberta nos anos 50 pelo 

dinamarquês Jens Christian Skou, que por este trabalho recebeu o Nobel de química em 

1997. 
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1.2 – SELETIVIDADE NA PERMEAÇÃO DA MEMBRANA: 

 Uma das principais características do transporte através de membranas biológicas é 

sua capacidade de selecionar e com isto barrar certos tipos de substâncias que tentam entrar 

na célula. Como isto ocorre já foi fonte de diversos estudos, porém diversas questões 

continuam abertas, em especial sobre o mecanismo de seletividade em escala molecular. 

Nos estudos até então realizados a permeabilidade da membrana tem sido em geral 

classificada de duas formas, a seletividade a eletrólitos e não-eletrólitos. 

Não-eletrólitos: 

A difusão deste tipo de substância é de extrema importância para diversos processos 

biológicos, em especial para a interação de fármacos com macromoléculas no interior da 

célula. Como exemplo, para que uma molécula possa interagir com as cadeias de DNA no 

interior do núcleo das células ela tem que ser capaz de atravessar pelo menos duas 

membranas lipídicas. 

 Substâncias que são hidrofóbicas normalmente passam através da membrana por 

dissolução na bicamada lipídica, ou seja, por difusão passiva. Porém diversas substâncias 

têm seu transporte através da membrana mediado por uma proteína transportadora, que 

pode ou não ser específica. 

Eletrólitos: 

 Os canais iônicos são proteínas de membrana que possuem um poro interno que 

permite a passagem de pequenos íons. Esta região interna do canal possui diversas 

características, que serão discutidas mais a frente, para que os íons possam ser 

transportados. Quanto à seletividade destes canais, podemos pensar que como o tamanho 
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de um íon está relacionado à sua espécie química, a princípio um canal que permite a 

passagem de um íon de um determinado tamanho seria capaz de conduzir um íon de menor 

tamanho. Entretanto isto não acontece devido à seletividade destes canais, que é devida a 

dois fatores principais: a facilidade para desidratar um íon e a interação deste íon com as 

cargas internas do poro (Gadsby, 2009).  

 Para que um íon passe através do poro este precisa se dissociar das moléculas de 

água que o solvatam. Como a facilidade com que um íon perde suas camadas de solvatação 

está relacionada com o seu tamanho e sua carga, íons maiores perdem esta camada com 

maior facilidade do que íons menores e podem ser selecionados desta forma (Voet, et al., 

2002). Também quando o interior do canal é composto por grupos polares, a interação 

destes resíduos com o íon pode ser mais importante do que a própria desidratação, 

conferindo assim uma outra forma de especificidade do canal. Por exemplo, um canal 

composto por histidinas e argininas, aminoácidos positivos, irão repelir íons com a mesma 

polaridade, mas vão facilitar a aproximação de íons negativamente carregados. 

 

1.3 – CANAIS IÔNICOS: 

 Canais iônicos são proteínas encontradas em todas as células e que formam poros na 

membrana celular, permitindo o fluxo de íons a favor de seu gradiente eletroquímico, o que 

ajuda na estabilidade e no controle do gradiente de potencial da membrana plasmática (Voet, 

et al., 2002). As propriedades fundamentais da corrente em membranas, mediadas por 

canais iônicos foram analisadas primeiramente por Alan Hodgkin e Andrew Huxley como 

parte de sua pesquisa sobre potencial de ação, publicada em 1952 e que lhes redeu o Nobel 

de Fisiologia e Medicina de 1963. A comprovação da existência de canais iônicos somente 
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foi feita na década de 70 por Bernard Katz e Ricardo Miledi, porém uma demonstração mais 

direta destes foi feita apenas com a invenção da técnica de patch-clamp. 

Estes estudos mostram o papel fundamental das proteínas de canal na regulação do 

fluxo de íons através da membrana das células, atestando sua importância para diversos 

processos fisiológicos. Quanto à estrutura tridimensional, estas proteínas são geralmente 

formadas por mais de uma subunidade em um arranjo circular em torno de um poro que 

forma um filamento de água. As subunidades que formam o poro são chamadas 

subunidades α, enquanto que as subunidades auxiliares são chamadas β, γ e assim por 

diante (Gadsby, 2009). 

Alguns canais permitem a passagem de íons baseados somente na sua carga positiva 

ou negativa. Entretanto o mais comum é que apenas um ou dois tipos de átomo passem pela 

parte mais estreita do canal, o filtro de seletividade. A existência deste mecanismo de 

seletividade foi primeiramente postulado nos anos 60 por Clay Armstrong. Ele propôs que o 

filtro de seletividade poderia eficientemente substituir as moléculas de água que blindam os 

íons de potássio, mas os íons de sódio eram pequenos demais para permitir esta blindagem 

e por este motivo não poderiam passar. Então, como a região do poro emula um ambiente 

aquoso, os íons se movem através do canal passando um por vez na mesma velocidade que 

um íon se move na água (Voet, et al., 2002). 

Este mecanismo de seletividade só foi confirmado com a elucidação da estrutura de 

um canal iônico, realizada recentemente (Doyle, et al., 1998). Além da região do filtro de 

seletividade a maioria dos canais iônicos apresenta uma região de gate, que pode abrir e 

fechar respondendo a estímulos diversos, dependendo de cada canal (Jiang, et al., 2002). 

Estudos mostram que a estrutura do canal é diferente para cada tipo de íon que este permite 

a passagem, depende também do tipo de regulação do gate e do o número de subunidades, 
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além de outros aspectos. A classe de canal mais comum inclui os canais dependentes de 

voltagem que são os principais responsáveis pelo impulso nervoso e são constituídos por 

quatro subunidades com seis hélices transmembranares cada. Na ativação, estas hélices se 

movem de forma a abrir o gate. Duas das seis hélices são separadas por um loop que as 

mantém alinhadas formando o filtro de seletividade (Figura 3). 

 

Figura 3: Esquema representando o canal iônico, com destaque para o filtro de seletividade. 

 

Devido ao seu tamanho e a dificuldade de cristalizar proteínas integrais de membrana 

para a análise por raios-X, apenas recentemente foram realizadas as primeiras medidas 

diretas da estrutura do canal, publicadas em 1998 (Doyle, et al., 1998) (Jiang, et al., 2002) 

(Aqvist, et al., 2000). A determinação da estrutura molecular dos canais foi realizada por 
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Roderick MacKinnon utilizando a técnica de cristalografia e raios-X e por este trabalho ele foi 

laureado com o Nobel de Química de 2003. 

 Devido ao fato de os canais que possuem um gate dependente de voltagem serem os 

responsáveis pela propagação do impulso nervoso e também devido ao fato de existirem 

canais que mediam a condução através das sinapses, os canais são componentes muito 

importantes do sistema nervoso. Além disso, uma grande maioria das toxinas, tanto 

ofensivas como defensivas, agem de forma a parar o sistema nervoso de seus predadores 

(ou presas), o que é feito modulando a condução através de canais iônicos (Lee, et al., 2004) 

(Wang, et al., 2007) (Wee, et al., 2007) (Wee, et al., 2010). Esses canais também são os 

componentes chave de uma grande variedade de processos biológicos que envolvem 

rápidas mudanças na célula, como a contração muscular do coração, transporte epitelial de 

nutrientes e íons, entre outros processos (Voet, et al., 2002). 

Na busca por novas drogas os canais iônicos também são um alvo freqüente, 

especialmente devido ao seu papel importante em muitos processos biológicos. Atualmente 

sabe-se que existe cerca de 300 tipos diferentes de canais iônicos em uma única célula. 

Estes podem ser classificados de acordo com o tipo do mecanismo de abertura e 

fechamento (gating), as espécies de íons que transportam e o número de poros. Os mais 

estudados são os canais dependentes de voltagem, que se abrem e se fecham em resposta 

ao potencial da membrana (Voet, et al., 2002). Porém a lista de tipos de canais é bastante 

extensa e neste trabalho discutiremos com um pouco mais de detalhes apenas os canais de 

potássio K2P. 
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1.4 – CANAIS DE POTÁSSIO K2P.  

Canais de potássio de resposta (conhecidos também como canais de repouso ou em 

inglês como: background, leak ou baseline potassium channel) são poros transmembranares 

que são constitutivamente abertos em repouso e são fundamentais para função neural 

(Honoré, 2007) (Goldstein, et al., 2001). A atividade destes canais durante o repouso leva a 

membrana ao seu potencial de equilíbrio de cerca de -90mV e portanto tende a reduzir a 

excitabilidade (Dedman, et al., 2008). Estes canais e sua regulação por segundos 

mensageiros, bem como agentes farmacológicos, são importantes para ajustar o potencial de 

repouso da membrana, a duração do potencial de ação e consequentemente a transmissão 

de sinal através da membrana (Honoré, 2007) (Alloui, et al., 2006) (Bayliss, et al., 2008). 

Os canais de potássio de repouso são compostos por duas subunidades de proteína 

(K2P) e já foram conhecidas como subunidades KCNKx ou também como canais TWIK 

(Tandem of P domains in a Weak Inwardly rectifying K+) (Honoré, 2007) (Treptow, et al., 

2010). A classe de canais K2P em mamíferos é composta atualmente por 15 membros. Mas 

apesar destas subunidades apresentarem o mesmo arranjo estrutural, com quatro 

segmentos em α-hélice transmembranar e dois domínios formadores do poro, criando dois 

poros na região do filtro de seletividade, eles compartilham muito pouca identidade na 

seqüência de aminoácidos na região fora do poro (N, et al., 2005). A Figura 4 foi extraída do 

trabalho de revisão escrito por Honoré (Honoré, 2007) e ilustra a organização e a diversidade 

dos canais K2P. 
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Figura 4: Diversidade e propriedades estruturais dos canais K2P humanos. 4a: Representação 

da topologia dimérica dos canais K2P. Cada subunidade contém quatro seguimentos 

transmembranares e dois domínios formadores de poro arranjados em tandem. 4b: Árvore 

filogenética dos canais K2P humanos, indicando a nomenclatura, localização cromossômica e 

função destas proteínas. 4c: A sequência de assinatura da região do filtro de seletividade de 
um canal de potássio é indicada nesta ilustração.  

 

Neste trabalho vamos estudar um dos canais K2P, o TREK-1 (TWIK-Related K+ 

channel) um canal mecanosensível que recentemente teve sua importância observada em 

diversos efeitos fisiológicos (Honoré, 2007). A inativação do gene que expressa o TREK-1 
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em ratos revelou um potencial envolvimento dos canais K2P em uma gama de doenças 

neuronais, incluindo dor, isquemia, epilepsia e depressão (Honoré, 2007) (Alloui, et al., 

2006). Além disso, o TREK-1 mostrou respostas farmacológicas únicas, como a modulação 

por lipídios e por anestésicos gerais e locais entre outros agentes (Bayliss, et al., 2008) 

(Harinath, et al., 2005) (Maingret, et al., 2000) (Patel, et al., 1999) (Punke, et al., 2003) 

(Terrenoire, et al., 2001) (Voloshyna, et al., 2008). 

Quanto à sua ativação, o canal TREK-1 pode ser ativado por estímulo mecânico, 

acidose intracelular e aumento de temperatura, demonstrando que os canais K2P são 

caracterizados por um mecanismo de gating diferenciado dos conhecidos atualmente 

(Honoré, 2007). Estudos realizados até agora mostram que a região C-terminal destes canais 

é a região de maior importância para o mecanismo de modulação do canal (Honoré, 2007).  

O canal TREK-1 também apresenta um comportamento atípico em termos de sua 

farmacologia, pois ele é resistente a todos os bloqueadores clássicos de canais de potássio. 

Entretanto, ele é inibido por diversos outros agentes farmacológicos, como antidepressivos 

inibidores da recaptação seletiva de serotonina (SSRI) como as fluoxetinas (Honoré, 2007). 

O TREK-1 é aberto por outra classe importante de fármacos, os anestésicos gerais voláteis 

(Bayliss, et al., 2008) (Kim, 2005) (Terrenoire, et al., 2001). Doses clínicas de clorofórmio, 

dietil-éter, halotano e isoflurano são capazes de abrir o TREK-1 (Patel, et al., 1999). 

Anestésicos gasosos, conhecidos por sua potente ação analgésica, seus efeitos 

neuroprotetores e de euforia, também atuam sobre o TREK-1 em doses clínicas (Honoré, 

2007). O domínio da região C-terminal do TREK-1 também parece ser a região mais 

importante na modulação do canal por anestésicos, uma vez que se este domínio não é 

expresso no canal o efeito anestésico não é mais notado (Honoré, 2007). 
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 Para estudar a importância fisiopatológica do TREK-1 in vivo alguns trabalhos têm 

apresentado estudos com ratos onde foram realizadas mutações deletérias em seus genes 

por técnicas de recombinação (Patel, et al., 1999) (Harinath, et al., 2005). Os ratos mutantes 

TREK-1-/- são saudáveis, férteis e não apresentam nenhuma anormalidade visível. 

Entretanto, usando estes ratos knockout como modelo, estudos recentes mostraram um 

papel fundamental do TREK-1 na anestesia, neuroproteção, na percepção da dor e na 

depressão (Honoré, 2007). 

 Estudos preliminares já haviam indicado que a abertura do TREK-1 por anestésico 

geral volátil induzia a hiperpolarização da célula. Nos trabalhos com os ratos TREK-1-/-, estes 

se mostraram menos sensíveis ao clorofórmio, halotano, sevoflurano e desflurano do que 

ratos wild-type (Honoré, 2007). Uma concentração de halotano que é suficiente para 

anestesiar 100% de uma população de ratos wild-type não tem efeito em uma população de 

ratos knockout (Patel, et al., 1999). Apesar disto, a forma como estes fármacos afetam este 

canal ainda é uma questão que permanece em aberto. Os resultados mostram que a 

abertura do TREK-1, junto com a modulação de outros alvos como receptores GABAA, 

parece ser fundamental para o mecanismo de anestesia geral (Honoré, 2007). 

 

1.5 – O EFEITO ANESTÉSICO: 

 O efeito anestésico é conhecido como a condição onde as sensações são bloqueadas 

temporariamente por um agente farmacológico. Este efeito pode ser de duas formas 

principais: anestesia geral, onde há total perda de consciência, ou anestesia local, que 

representa a perda de sensação de uma determinada parte do corpo. Como discutido, o 

transporte de íons através da membrana celular é responsável pela transmissão dos 
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impulsos nervosos e logo pela sensação de calor, dor, entre outras. Por esta razão este tipo 

de transporte tem que ser bloqueado para que seja observado o efeito anestésico. Porém 

pouco se sabe sobre o mecanismo de ação destes fármacos no nível molecular e este 

problema tem sido alvo de diversos trabalhos nas últimas décadas. 

 

1.6 – ANESTESIA GERAL: 

 A anestesia geral é uma técnica muito utilizada em procedimentos médicos e é 

conhecida por um estado total de inconsciência produzido por um agente anestésico geral 

(GA – do inglês: General Anesthetics). Em geral, em um procedimento cirúrgico uma grande 

variedade de fármacos é dada ao paciente para garantir a inconsciência, amnésia e a 

analgesia. Entretanto o grande responsável pelo efeito é o anestésico geral cujo mecanismo 

de ação permanece não compreendido. 

 Existem dois tipos principais de anestésicos gerais, os inaláveis e os injetáveis, sendo 

que comumente estas duas formas são combinadas (Alfred, et al., 2003). Os inaláveis são 

substâncias que podem ser líquidos voláteis ou gases e são geralmente aplicados utilizando 

um equipamento especial para anestesia. Muitos compostos já foram utilizados como 

anestésicos inaláveis, porém poucos continuam em uso, sendo o desflurano, isoflurno e o 

sevoflurano, que são gases anestésicos, os mais utilizados hoje em dia. Outros anestésicos 

que já foram muito utilizados são os anestésicos líquidos voláteis, principalmente o halotano, 

o enflurano e o metoxiflurano, porém seu uso é pouco popular hoje em dia. Esta classe de 

fármacos é composta por moléculas geralmente muito hidrofóbicas e são substâncias que 

em condições normais são gases ou líquidos que evaporam muito facilmente, de forma a 

serem administrados pelas vias aéreas (Alfred, et al., 2003).  
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 Os anestésicos injetáveis são utilizados para a indução e manutenção do estado de 

inconsciência. Por serem mais rápidos, são muito utilizados para a indução do efeito 

anestésico e combinados com os inaláveis que ajudam a manter o estado de anestesia. Os 

fármacos mais utilizados como anestésicos gerais injetáveis são: o profolol, etomidatos, 

metohexital, tiopentona, benzodiazepinas, ketaminas. 

 Quanto ao mecanismo de ação, não existe um consenso sobre a forma de atuação 

destes fármacos no nível molecular. Duas teorias principais se destacam: a teoria do lipídio e 

a teoria dos canais iônicos (Voet, et al., 2002). A teoria do lipídio foi primeiramente proposta 

por Overton e Meyer que postularam que os anestésicos gerais exercem sua atividade 

agindo apenas na membrana plasmática, aumentando a sua fluidez (Alfred, et al., 2003) 

(Hemmings, et al., 2005). Esta idéia é suportada pela evidencia de que a potência destes 

fármacos tem uma correlação muito direta com a solubilidade destas moléculas. Esta teoria 

hoje já não é mais muito aceita, uma vez que o papel dos canais iônicos no efeito anestésico 

tem se mostrado fundamental. Estudos recentes mostram que os anestésicos gerais inibem 

a função de diversas proteínas de membrana e também excitam a atividade de outras, como 

o canal de potássio TREK-1 (Hemmings, et al., 2005) (Patel, et al., 1999) (Honoré, 2007).  

 

1.7 – ANESTESIA LOCAL: 

Os anestésicos locais (LA – do inglês: Local Anesthetics) são fármacos de efeito 

reversivo, que inibem a propagação de sinais através de células do sistema nervoso. Esta 

inibição pode provocar redução ou perda da sensibilidade de uma determinada região do 

corpo. Estes fármacos estão divididos em duas classes: amino-amidas e amino-ésters, 
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sendo ambos sintéticos e suas estruturas estão relacionadas à cocaína (Ruetsch, et al., 

2001). 

A fim de induzir a anestesia local, diversos fármacos podem ser empregados, sendo 

que alguns dos mais comuns são (Alfred, et al., 2003):  

1. Anestesia superficial – benzocaína, butacaína, cocaína, entre outros; 

2. Anestesia espinhal – lidocaína, piperocaína, procaína, entre outros; 

3. Anestesia de bloqueio nervoso – procaína, tetracaína, entre outros; 

4. Anestesia epidural – bupivacaína, etidocaína, lidocaína, entre outros; 

5. Anestesia por infiltração – butanilicaína, prilocaína, entre outros; 

Quanto ao uso deste tipo de substância existem registros da utilização de inibidores 

de dor, como os LA, desde a Grécia antiga, através da aplicação de uma raiz com 

capacidade de aliviar a dor. Esta raiz é citada na obra Ilíada de Homero, mas também 

Dioscórides menciona o uso de óleos e bálsamos para a anestesia de partes do corpo 

(Alfred, et al., 2003). Já os LAs que utilizamos hoje têm sua origem nas Américas, onde 

povos andinos do Peru e da Bolívia, como os Incas, mascavam folhas de coca. O costume 

ainda persiste e lhes dá a sensação de bem-estar, tornando-os capazes de trabalhos mais 

árduos, evitando a sensação de dor por fadiga muscular, sede e fome. 

Apesar de conscientes do uso da folha da coca, conquistadores espanhóis não 

estudaram as propriedades da planta, o que veio a ser feito somente em 1855-60 por um 

estudante de doutorado da Universidade de Gottingen (Alemanha). Albert Niemann isolou a 

cocaína do arbusto Erythroxilon coca, publicando como seu trabalho de doutorado em 1860 

(Alfred, et al., 2003). 
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A partir daí diversos trabalhos começam a surgir estudando a cocaína. O primeiro que 

sugere o uso desta molécula como anestésico local foi von Anrep, que por volta de 1880 

estudou sua farmacologia. Em 1884, Sigmund Freud relatou seu efeito fisiológico e Köller 

demonstrou sua utilidade na oftalmologia. Em 1904-05, Fourneau sintetiza a amilocaína, a 

partir da disjunção da molécula de cocaína, surge então o primeiro LA derivado da cocaína. 

Ainda em 1905 é feita a procaína e então começam a surgir diversos anestésicos. Em 1943 

Löfgren e Lundqvist sintetizam a lidocaína, muito usada até hoje e mais conhecia sobre o 

nome comercial Xylocaína (Alfred, et al., 2003) (Ruetsch, et al., 2001). 

Quanto à sua estrutura, os anestésicos locais são semelhantes à cocaína e podem ser 

representados por uma fórmula geral conhecida como grupo anestesiofórico, dada pela 

Figura 5. Os LA são pequenas moléculas anfifílicas que em sua maioria possuem um 

grupamento amina ionizável em um pH entre 7,0 e 9,0 (Fraceto, et al., 2006). 

Um detalhe importante, é que para terem atividade anestésica, estas moléculas 

devem ter equilíbrio entre as partes hidrofílica e lipofílica (Alfred, et al., 2003). Além disso, em 

todos os anestésicos locais dos tipos éster e amida, o grupo carbonila é ativado pela 

presença de carga positiva parcial no átomo de carbono. Isso é possibilitado pelas ligações 

conjugadas, que permitem uma deslocalização das nuvens eletrônicas π do anel aromático 

até o oxigênio da carbonila, como na Figura 6.  
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Figura 5: Fórmula geral dos anestésicos locais. Fonte: A. Korolkovas, J. H. Burckhalter; 

Química Farmacêutica – cap. 21 – Guanabara – 1988. 

 

 

Figura 6: Deslocalização da nuvem eletrônica nos anestésicos locais. O modelo acima 

representanda a tetracaína. 

 

Este átomo (oxigênio da carbonila) adquire uma carga parcial negativa, o que dá 

origem à carga parcial positiva no carbono da carbonila (Korolkovas, et al., 1988). Na 

tetracaína, devido à presença de um grupo doador de elétrons na posição para do anel 

fenílico, existe ainda um aumento da polarização entre o oxigênio e o carbono da carbonila. 

Então neste caso acredita-se que haverá uma união mais firme entre o composto (tetracaína) 

e o aceitador de ligações de hidrogênio, o que prolongará a ação do anestésico (Bernardi, et 

al., 2006), já que a região se encontrará mais polarizada. Com isso acredita-se que a ação 

anestésica dependeria da ligação dos LA com um receptor na membrana, como está 

indicado na Figura 7, sendo que o receptor poderia ser uma proteína transmembranar ou 

mesmo os fosfolipídios da membrana (Fraceto, et al., 2006). 

 Quanto ao seu mecanismo de ação existem muitas divergências, principalmente 

quanto ao local onde agem e qual é a forma ativa, a neutra ou a protonada. Bastante aceito 

atualmente é o modelo que propõe que os anestésicos locais atravessam a membrana na 

forma não-ionizada, mas interagem com o sítio receptor situado na membrana neural na 

forma ionizada, e assim estabilizam o potencial da membrana, bloqueando a condução 
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nervosa (Figura 7 e Figura 8) (Ruetsch, et al., 2001). A condução nervosa é feita através da 

polarização entre o meio interno e externo a célula, controlando o fluxo de íons através da 

membrana. O que os LA fazem, é em suma, despolarizar a membrana neural, bloqueando a 

transmissão do impulso nervoso (Auger, et al., 1988). Acredita-se que esta despolarização se 

dê por interferência no fluxo de íons Na+ e K+ através de canais iônicos da membrana. Ou 

seja, não há desenvolvimento de um potencial elétrico negativo para a transmissão de um 

impulso (Fraceto, et al., 2006) (Ruetsch, et al., 2001). 

 

Figura 7: Ligação da molécula da tetracaína protonada ao receptor por meio de: E, forças 

eletrostáticas; D, interação dipolo-dipolo; V, forças de van der Waals e contatos hidrofóbicos; 
H, ligações hidrogênio; CT, transferência de carga. 

 

Figura 8: Propagação do impulso nervoso. Fonte: A. Korolkovas, J. H. Burckhalter; Química 

Farmacêutica – cap. 21 – Guanabara – 1988. 

 

Um fator que indicaria que tal teoria é plausível é que os anestésicos locais costumam 

ser ineficazes em áreas inflamadas, devido ao pH mais ácido nestas áreas, o que facilita a 
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ionização das moléculas do anestésico e, conseqüentemente, dificulta sua penetração nas 

fibras nervosas (Korolkovas, et al., 1988).  

Outra hipótese mais recente é a de que o sítio de ligação seria em canais de sódio na 

membrana celular neural. Quando o fluxo de sódio é interrompido, o potencial de ação não 

surge e o sinal não é conduzido através do neurônio. O mecanismo mais aceito atualmente 

seria de que os anestésicos locais entram na membrana e dentro dela se ligam a uma 

porção do canal de sódio, inibindo o mesmo, mantendo-o fechado para o fluxo de íons 

(Fozzard, et al., 2005). 

Outros trabalhos também indicam que os LAs desorganizam a estrutura da bicamada 

lipídica o que aumenta a permeabilidade de água nas membranas. Isto poderia afetar o efeito 

anestésico e também aumentar sua toxidade (Shibata, et al., 1995) (Auger, et al., 1988). 

 

1.8 – TÉCNICAS COMPUTACIONAIS: 

Simulações computacionais de diversos tipos de sistemas, em especial de sistemas 

biológicos, são cada vez mais comuns na literatura. Porém apesar de milhares de artigos 

sobre o assunto mostrarem como se comportam os mais diferentes sistemas, não se sabe ao 

certo exatamente o quanto disso é realmente uma boa aproximação da realidade. Na 

simulação de moléculas, diversas propriedades físico-químicas já são obtidas com boa 

precisão a partir de métodos computacionais. Mas ao tentarmos falar nestas simulações 

como verdades absolutas, devemos lembrar que uma importante questão precisa ser feita 

por nós mesmos: As simulações que fazemos representam realmente a natureza? Por outro 

lado, os modelos experimetais também são “modelos” e como tais são também 

aproximações. 
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  Os avanços dos métodos de modelagem molecular tentando encontrar a ideal 

representação da natureza passam principalmente pelo avanço dos computadores nas duas 

últimas décadas. Diversos estudos possíveis hoje em dia, só o são devido ao grande 

crescimento tecnológico nesta área. Em contrapartida, apesar de termos métodos também 

muito avançados, vários modelos hoje são na verdade meras adaptações para o computador 

de equações como as das leis de Newton (publicadas em 1687, em seu trabalho 

Philosophiae Naturalis Principia Mathematica) utilizadas principalmente nos métodos de 

Dinâmica Molecular (MD – do inglês: Molecular Dynamics).  

 Este avanço está ajudando no desenvolvimento de diversas áreas, como a bioquímica 

e a engenharia de materiais. Devido à limitação computacional, métodos envolvendo 

aproximações clássicas para sistemas quânticos, estão se expandindo muito rapidamente. E 

apesar dos avanços na capacidade de processamento, muitos sistemas que desejamos 

estudar esbarram na falta de máquinas suficientemente potentes para resolver via mecânica 

quântica problemas envolvendo grande número de átomos e moléculas. A utilização de 

cálculos quânticos ab-initio (também chamado de método de primeiros princípios: indica que 

o cálculo é feito partindo dos primeiros princípios da mecânica quântica, ou seja, desde a 

equação de Schroedinger até a obtenção da grandeza física que se deseja, tendo como base 

apenas a massa e a carga das partículas, além é claro da constante de Plank) para calcular, 

por exemplo, os potencias harmônicos entre átomos em moléculas orgânicas pequenas, com 

menos de 30 átomos, podem levar até mesmo alguns dias, dependendo do método de 

aproximação utilizado no cálculo. Os tempos computacionais envolvidos em uma abordagem 

puramente quântica, para sistemas moleculares de grande porte, são absolutamente 

proibitivos (Mundim, 2002). 
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 Quanto às metodologias para o procedimento de simulação computacional, estas nos 

remetem aos princípios gerais das dinâmicas clássicas e quânticas e aos princípios de 

extremos envolvendo grandezas físicas. Isto dá origem a diversos métodos, sendo que os 

por nós utilizados foram os de mecânica molecular (MM – do inglês: Molecular Mechanics), o 

método semi-empírico PM3 (Parameterized Model 3), o método ab-initio DFT (Density 

Functional Theory) com o funcional B3LYP (Becke 3 – Lee-Yang-Parr) na base 6-31G** e o 

método CPMD (Car-Parrinello Molecular Dynamics), que também tem origem na DFT mas 

utiliza ondas planas como base. 

 Diversos softwares são encontrados, para o cálculo de propriedades atômicas e 

moleculares. Dentre eles, existem programas livres, os quais podem ser baixados da Internet 

em diversas home-pages, e que, em grande parte, são aprimorados por seus próprios 

usuários, devido ao fato de seu código fonte estar aberto para qualquer pessoa. Geralmente 

estes programas são desenvolvidos por grupos de pesquisas de diversos institutos. Existem 

também softwares pagos, que geralmente possuem generosos guias e interface muito 

simples com o usuário, porém a um preço fora da realidade da maioria dos grupos de 

pesquisa de países em desenvolvimento. Estes, também apresentam o problema de serem 

muito fechados e devemos então confiar em seus cálculos sem saber o que exatamente 

seus algoritmos fazem, já que em muitos casos seus usuários não podem ter acesso aos 

seus códigos fonte. Desenvolver um software próprio também é possível, porém bastante 

complicado, principalmente devido ao tamanho do código que torna praticamente proibitivo 

uma pessoa ou um pequeno grupo fazê-lo de maneira eficiente. 

 Neste trabalho empregamos diversos pacotes computacionais, sendo que para os 

cálculos de dinâmica molecular clássica utilizamos o GROMACS e o NAMD, com os campos 

de forças GROMOS e CHARMM respectivamente. Para cálculos de dinâmica molecular 
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híbrida (QM/MM) utilizamos uma compilação que integra o GROMACS com o CPMD. Além 

disso, para construção dos parâmetros para os campos de forças de fármacos, utilizamos os 

pacotes Ghemical e Gaussian 2003, sendo este último utilizado para os cálculos de estrutura 

eletrônica das moléculas para obtenção dos parâmetros de carga.  

 O desenvolvimento desta tese também envolveu a montagem dos recursos 

computacionais utilizados no Brasil, que incluíram a construção, configuração e manutenção 

de clusters de computadores. A primeira versão que montamos e configuramos em 2007 

possuía oito nós Intel Pentium Dual Core, totalizando 16 processadores, já utilizando um 

sistema de filas e gerenciamento como os de grandes supercomputadores. No decorrer do 

tempo a capacidade computacional do grupo foi crescendo e passamos a utilizar 

computadores Intel Core2Quad, aumentando os recursos para 40 processadores, todos 

conectados por uma rede de ethernet Gigabit. Com o aumento da capacidade computacional 

passamos a utilizar máquinas mais avançadas e hoje o cluster, agora conhecido como 

Jaguatirica, possui pouco mais de 300 processadores Intel Xeon conectados por uma rede 

ethernet Gibabit, sendo que 96 destes processadores também são integrados por uma rede 

Infiniband  DDR 4X. Esta rede permite a comunicação entre os nós a uma taxa de 20 Gbit/s 

com uma latência da ordem de 140 ns, permitindo a divisão dos cálculos em mais 

processadores sem que haja perda na eficiência.  

 Fora do Brasil foram utilizados recursos de diversos centros de computação que nos 

cederam horas por meio da nossa interação com o Center for Modecular Modeling da 

University of Pennsylvania. Em especial, o supercomputador BigBen do Pittsburg 

Supercomputer Center foi bastante utilizado, tendo sido o computador onde a maior parte 

dos cálculos mais extensos deste trabalho foram realizados.  
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2 – OBJETIVOS: 

Propor um mecanismo de ação para os anestésicos a partir de simulação, ainda está 

além da capacidade computacional que temos nos dias de hoje. Nosso principal objetivo 

neste trabalho é construir, através de métodos computacionais, modelos que nos dêem uma 

melhor compreensão do que está ocorrendo em escala atômico-molecular. Modelos estes 

que possam ser calibrados e comparados com dados experimentais de forma a propor novos 

experimentos que levem a uma resposta mais completa sobre tal mecanismo. 

 Para isso estudamos o comportamento de anestésicos locais na interface água-

membrana, através de métodos clássicos e quânticos de dinâmica molecular. Também 

pretendemos investigar o comportamento de anestésicos gerais e locais na presença de 

canais iônicos transmembranares, a fim de caracterizar uma possível interação entre o 

anestésico e o canal. Estes estudos pretenderam também trazer duas novas técnicas ao 

Laboratório de Modelagem e Dinâmica Molecular (LMDM – UFRJ), primeiro a simulação 

através de métodos híbridos utilizando CPMD (Car-Parrinello Molecular Dynamics) e 

mecânica clássica, e em segundo lugar o método de simulação de grandes proteínas em 

membranas biológicas. 

 

2.1 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1. Simular os anestésicos locais: tetracaína, lidocaína e benzocaína na interface 

membrana-água para estudar o comportamento do fármaco neste ambiente. 

2. Com o método híbrido QM/MM (quântico CPMD e clássico de mecânica molecular) 

estudar o comportamento dos anestésicos locais na interface água-membrana. 
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3. Estudar o efeito da alta concentração de moléculas anfifílicas, como o etanol, no 

transporte destas moléculas através da membrana biológica. 

4. Aumentar o nosso conhecimento do mecanismo de gate dos canais K2P sob a ação de 

estímulos que são conhecidos por modular o funcionamento destes canais. 

5. Investigar modelos do canal de potássio TREK-1 na membrana junto com o 

anestésico geral isoflurano para estudar o comportamento do mesmo na presença do 

fármaco. 

6. Investigar o comportamento do canal de potássio TREK-1 na membrana na presença 

do anestésico local benzocaína. 
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3 – METODOLOGIA: 

Nos últimos anos os computadores multiprocessados se proliferaram, provocando 

uma corrida por melhores códigos que fossem eficientes para modelagem molecular em 

paralelo. Estes avanços levaram a uma onda de novas aplicações para a computação em 

química. Simulações de sistemas biológicos, antes restritas a pequenos intervalos de tempo 

e pequenas moléculas passaram a ser possíveis em escalas mais próxima da que ocorrem 

diversos fenômenos de interesse (Klein, et al., 2008). 

Como apresentado na introdução, os métodos de modelagem puramente quânticos 

são muito poderosos, porém muito caros computacionalmente. Por outro lado os métodos de 

MM, métodos clássicos, são bastante rápidos mas apresentam uma série de limitações. Para 

tentar resolver isto foram criados os métodos híbridos de mecânica quântica (QM) e 

mecânica molecular (MM). A QM resolveria então a parte onde precisamos de maiores 

detalhes e a parte clássica ficaria responsável pelo restante do sistema. 

Apesar dos diferentes nomes e muitas vezes formas complexas de resolver, todos 

estes métodos na verdade partem de princípios muito bem estabelecidos na física. A seguir, 

apresentamos com maiores detalhes os métodos que utilizamos para os cálculos neste 

trabalho:  

 

3.1 – MODELAGEM MOLECULAR CLÁSSICA: 

 O princípio básico deste método é muito antigo e muito conhecido pelos físicos, e 

podemos sintetizá-lo em três leis básicas formuladas por Newton e publicadas no ano de 
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1687 em seu livro “Philosophiae Naturalis Principia Mathematica” (Princípios Matemáticos da 

Filosofia Natural) da seguinte maneira: 

1. Todo corpo continua em seu estado de repouso ou de movimento uniforme em uma linha 

reta, a menos que seja forçado a mudar aquele estado por forças imprimidas sobre ele. 

2. A mudança de movimento é proporcional à força motora imprimida, e é produzida na 

direção da linha reta na qual aquela força é impressa. 

3. A toda ação há sempre oposta uma reação igual, ou, as ações mútuas de dois corpos um 

sobre o outro são sempre iguais e dirigidas a partes opostas. 

 A partir destes princípios, sabemos que o movimento de cada átomo está diretamente 

relacionado ao potencial que é aplicado a ele. Antes porém de definirmos o potencial sobre 

cada átomo precisamos estabelecer alguns princípios. Na MM, o átomo é representado por 

um corpo esférico com uma massa particular que, em geral, é igual a sua respectiva massa 

atômica. E é importante estabelecermos um sistema de coordenadas que relaciona um 

determinado átomo com os átomos aos quais ele está ligado, criando assim uma relação 

entre seus vizinhos primeiros, segundos, terceiros e assim por diante. Este sistema de 

orientação, comumente usado em métodos de modelagem e dinâmica molecular, aparece 

explicitado na Figura 10. 

 

Figura 10: Sistema de orientação usado na modelagem molecular: 1,2 representa o primeiro 
vizinho, 1,3 o segundo vizinho e 1,4 representa o terceiro vizinho. 
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 Devemos então, baseados em modelos da mecânica clássica, descrever as 

propriedades moleculares quânticas em termos de um campo de forças. Como exemplo, as 

ligações químicas são representadas por potenciais harmônicos, pois em princípio podemos 

dizer que as moléculas são como uma coleção de massas ligadas por “molas”, com suas 

propriedades representadas através de potenciais harmônicos e anarmonicos (Levine, 2003). 

 Precisamos então encontrar um conjunto refinado de parâmetros que melhor 

represente estes potenciais clássicos, a fim de descrever propriedades quânticas. A 

qualidade de um campo de forças passa necessariamente pela sua sensibilidade em 

descrever e mapear os diferentes estados conformacionais de energia potencial mínima, 

local ou global, mesmo estando o sistema molecular em condições críticas e sob a ação de 

forças externas. E aqui já começamos a ter problemas, pois os métodos clássicos falham em 

algumas situações importantes, pois suas equações geralmente resolvem problemas para a 

maioria dos átomos em condições de temperaturas e pressão normais. Então alguns 

problemas insolúveis para mecânica clássica surgem: 

•  Prótons podem tunelar através de barreiras de potencial em uma ligação de 

hidrogênio. 

•  Hélio líquido a baixa temperatura possui uma alta freqüência de vibração. 

•  A mecânica estatística do oscilador harmônico clássico difere muito da do oscilador 

harmônico quântico quando estamos próximos da freqüência de ressonância. 

 Outro grande problema é que classicamente o número de onda é da ordem de 200 

cm-1, porém quanticamente este valor pode ser muito diferente, principalmente em moléculas 

com átomos de hidrogênio. Este problema específico pode ser solucionado pelo menos por 

duas maneiras: 
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1. Se estivermos utilizando potenciais harmônicos para simular as ligações químicas, 

podemos fazer correções na energia interna U e no calor específico Cv, de modo que 

estes termos sejam escritos na forma: 

ܷொெ ൌ ܷ஼௟ ൅ ݇ܶ ቂ
ݔ
2 െ 1 ൅

ݔ
݁௫ െ 1ቃ 

௩ܥ
ொெ ൌ ௩ܥ

஼௟ െ ݇ ቈ1 െ
ଶ݁௫ݔ

ሺ݁௫ െ 1ሻଶ቉ 

 Deve-se lembrar que se forem calculadas, a energia livre G e a entropia S também 

devem ter suas equações corrigidas. 

 

2. Podemos tratar as ligações e os ângulos de ligação como vínculos na equação de 

movimento, sendo assim não precisaremos mais calcular estas vibrações do átomo 

de hidrogênio, congelando-o e ganhando no mínimo quatro vezes mais velocidade de 

cálculo em uma MD, pois agora ao invés de passos de 0.5 femtosegundos, daremos 

passos de dois femtosegundos. 

Esta segunda opção é a que está implementada na maioria dos pacotes computacionais 

utilizados nos cálculos de dinâmica molecular. 

Descrição dos potenciais: 

Na MM descrevemos a energia na forma Hamiltoniana como a soma da energia 

cinética com a potencial, sendo que esta parte potencial é descrita pela soma de um conjunto 

de termos representando cada tipo de potencial usado na representação da molécula: 

ܸ ൌ ௦ܸ௧௥ ൅ ௕ܸ௘௡ௗ ൅ ௢ܸ௢௣ ൅ ௧ܸ௢௥௦ ൅ ௅ܸ௃ ൅ ௘ܸ௦ 
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Em resumo, os termos da equação acima podem ser divididos em dois grupos de potenciais 

descritos abaixo: 

Potenciais covalentes: 

 Seguem a lei de Hooke, usada para descrever oscilações, isto se deve, ao fato de os 

átomos oscilarem próximos a um valor de equilíbrio. Fazem parte deste potencial os 

seguintes termos: 

a. - Vstr representa a energia necessária para comprimir ou alongar as ligações químicas do 

tipo covalente, ou seja, depende diretamente do raio entre um átomo e o outro Figura 11. A 

equação matemática para esta energia potencial é dada, para uma molécula, como a soma 

das energias potenciais de todos os primeiros vizinhos de cada átomo da mesma, ou seja, 

todos os átomos j diretamente ligados a cada átomo i. Pois, à temperatura ambiente, os 

comprimentos das ligações químicas devem oscilar próximos ao seu valor de equilíbrio, 

obedecendo a uma função aproximada à lei de Hooke, como mostra a equação abaixo: 

௦ܸ௧௥ ൌ ෍
1
2

ଵ,ଶ

݇ூ௃൫݈௜௝ െ ݈ூ௃
଴ ൯ଶ

 

onde I e J representam quais tipos de átomos estão sendo ligados, ou seja, representam 

valores de referência para os átomos i e j da ligação. Note que a constante de força kIJ e o 

comprimento de referência l0IJ, são valores fixos para cada tipo de ligação. Por exemplo, no 

CH3 – CH2 – CH3, temos valores fixos de referência para ligações entre carbono e carbono, e 

carbono e hidrogênio. A constante de Hooke (kIJ) pode ser calculada, por exemplo, 

analisando-se o espectro de absorção de infravermelho da molécula, comparando-o com as 

energias potenciais obtidas para cada estado vibracional, utilizando-se a equação de 

Schroedinger. 
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Figura 11: Representação da ligação direta entre um átomo e outro. 

 

b. – O termo Vbend é a contribuição na energia potencial que representa o ângulo entre as 

ligações, como na Figura 12: 

 

Figura 12: Representação do ângulo entre as ligações de três átomos. 

 

Este termo é dado para a molécula como sendo a soma de todas as energias potenciais 

Vbend,ijk possíveis na interação de cada átomo i com os seus dois primeiros vizinhos j e k, 

onde: 

௕ܸ௘௡ௗ,௜௝௞ ൌ
1
2 ݇ூ௃௄൫ߠ௜௝௞ െ ூ௃௄ߠ

଴ ൯ଶ 

com kIJK é a constante de restituição do ângulo de equilíbrio θ0
IJK  

c. – Para representar, e manter a estrutura tridimensional de alguns agrupamentos de 

átomos da molécula, temos a contribuição no potencial devido ao ângulo dihedral impróprio 

Voop, que nos mostra a contribuição, na energia potencial, do ângulo ω de desvio de um 
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plano, formado pelos átomos i,j,k, em relação ao outro, formado pelos átomos j,k,l, como na 

Figura 13. 

 Para representar matematicamente a energia potencial, devemos somar todos os 

potenciais de cada par de planos, com a equação para representar cada um destes 

potenciais de Hooke, como sendo do tipo: 

௢ܸ௢௣ ൌ
1
2 ݇௢௢௣൫߱௢௢௣ െ ߱௥௘௙൯ଶ 

onde, koop é uma constante parametrizada a partir de valores empíricos. 

 

Figura 13: Representação do ângulo formado entre dois planos formados por quarto átomos 

da molécula. 

 

d. – Vtors é o termo da contribuição torsional, que representa os movimentos harmônicos em 

torno das ligações químicas, como mostra a Figura 14. Ele descreve a simetria rotacional 

pelas barreiras e mínimos de energia para a torção de cada ligação química com liberdade 

de rotação, sendo dado matematicamente como a soma dos potenciais de todos os 

possíveis ângulos de torção da molécula Vtors,ijkl, que por sua vez é dado por: 

௧ܸ௢௥௦,௜௝௞௟ ൌ
1
2

ሾ ଵܸሺ1 ൅ cos ߮ሻ ൅ ଶܸሺ1 െ cos 2߮ሻ ൅ ଷܸሺ1 ൅ cos 3߮ሻ ൅ ڮ ሿ 
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Onde ϕ é o ângulo dihedral próprio (como na Figura 11), e V1, V2, V3 são parâmetros 

definidos dependendo de quais tipos de átomos são i, j, k e l, que levam a perfis de potencial 

em que os mínimos e máximos não têm necessariamente os mesmos valores. 

 

Figura 14: Representação do ângulo de torção em torno de uma ligação química, formado por 

dois planos em quatro átomos em sequência na estrutura da molécula. 

 

Potenciais não-covalentes: 

a. – Potencial de van der Waals: Quando temos átomos não ligados covalentemente, 

podemos tratar suas ligações por potenciais efetivos, compostos por termos de curto e longo 

alcance, o que inclui a repulsão das nuvens eletrônicas, a atração de van der Waals e o 

termo eletrostático de Coulomb. Exceto os três primeiros vizinhos quimicamente ligados, 

cujas interações são tratadas por potenciais harmônicos, a interação de cada átomo com os 

outros átomos da molécula é também descrita por termos de Lennard-Jones e Coulomb. O 

termo de Lennard-Jones (muitas vezes também chamado de termo de van der Waals) VLJ é 

usualmente dado como a soma das interações envolvendo todos os possíveis vizinhos a 

partir do terceiro (1,4, 1,5, 1,6, ...), ou seja: 

௅ܸ௃ ൌ ෍ ூ௃ߝ ൥ቆ
ܴூ௃

ܴ௜௝
ቇ

ଵଶ

െ 2 ቆ
ܴூ௃

ܴ௜௝
ቇ

଺

൩
ଵ,வଷ
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onde: Rij é a distância entre os átomos i e j, RIJ é o valor parametrizado para a distância e ε IJ 

é o parâmetro que fornece o valor de VLJ,ij que tem mínima interação de Lennard-Jones na 

curva do poço de potencial. A curva do potencial de Lennard-Jones e uma representação 

esquemática do tipo de interação é apresentada na Figura 15. 

 

Figura 15: Representação do termo de potencial de Lennard-Jones. 

 

Nota-se que o potencial de Lennard-Jones é representado por um termo atrativo com 

potência 6 e outro repulsivo com potência 12. O termo repulsivo é atribuído à combinação da 

repulsão interatômica com o princípio de exclusão de Pauli. Este termo é de curtíssimo 

alcance, da ordem de 5 Å, de maneira que a energia potencial aumenta rapidamente com a 

aproximação entre os núcleos atômicos devido a não interpenetração dos átomos não 

ligados covalentemente e ao fato do diâmetro atômico ser finito e quase invariável. O termo 

atrativo surge atribuído a pequenas flutuações na distribuição de cargas do átomo na 

presença de outro, o que induz um dipolo elétrico (em alguns casos até mesmo quadrupolo 

elétrico) em sentido oposto, fazendo surgir assim uma interação atrativa dipolo-dipolo, sendo 

esta interação conhecida como termo de dispersão de London. 

Na química, o potencial de van der Waals refere-se originalmente a todas as formas 

de forças intermoleculares, porém com o passar dos anos o termo acabou sendo mais 

relacionado com as forças devido à polarização das mesmas. Potenciais de Keesom, de 

Debye e o termo de dispersão de London eram nomeados juntos como potencial de van der 
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Waals em homenagem ao físico holandês Johannes Diderik van der Waals, que foi o 

primeiro a documentar tais interações em 1873.  

Um fato interessante decorrente destas expressões é que podemos ver que a 

tendência de todos os gases se condensarem a baixas temperaturas, próximas a 

temperatura de ebulição, é atribuída a forças atrativas que superam a energia cinética das 

moléculas nessas temperaturas. Esta relação pode ser obtida já que, macroscopicamente, o 

termo atrativo de van der Waals surge como uma correção da pressão, no tratamento de 

gases reais, e o termo repulsivo é uma correção na equação de estado dos gases ideais, 

para considerar o volume excluído no estudo de gases reais. 

 

b. – O termo Ves (potencial de interação eletrostática) é comumente dado como a soma das 

interações eletrostáticas envolvendo todos os pares de átomos, exceto os três primeiros 

vizinhos de cada átomo da molécula. Este potencial de interação, demonstrado 

esquematicamente na Figura 16, também é conhecido como potencial de repulsão 

coulombiana, pois Ves,ij é expresso pela equação de energia potencial de Coulomb, isto é: 

௘ܸ௦ ൌ ෍
ܳ௜ܳ௝

௥ܴ௜௝ଵ,வଷߝ଴ߝߨ4

 

onde Qi e Qj são as cargas líquidas dos átomos i e j respectivamente, Rij é a raio entre os 

átomos e ε r é uma constante dielétrica. 

 

Figura 16: Representação do termo de potencial de Coulomb. 
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Otimização de Geometria através da MM: 

 Computacionalmente temos diferentes modos de minimizar a energia de um sistema, 

porém basicamente o que é feito é se ajustar as coordenadas atômicas de modo a reduzir a 

energia potencial descrita anteriormente. Os métodos de gradiente são as ferramentas mais 

comuns para esta função, sendo que os mais conhecidos são o steepest descents, o do 

gradiente conjugado,  o de Newton-Raphson e o método de Newton truncado. 

 O método steepest descent (declive acentuado) foi desenvolvido por Cauchy em 1847. 

Sua forma é muito conhecida e também bastante simples, porém apresenta um lento 

caminho de convergência, pois utiliza poucas informações, exigindo apenas as derivadas 

primeiras para o cálculo. Como o gradiente de uma função é um vetor que aponta na direção 

de maior crescimento da função, então o que método faz é seguir na direção oposta a do 

vetor, procurando um ponto de mínimo. 

 O método do gradiente conjugado é um pouco mais sofisticado, pois além de utilizar a 

informação sobre a primeira derivada ele “memoriza” o caminho já percorrido o que lhe faz 

convergir mais rapidamente do que o steepest descent. A vantagem maior deste método está 

no fato que sua formulação garante que a direção do gradiente do novo passo será sempre 

ortogonal ao gradiente do passo anterior, e assim consequentemente de todos os anteriores. 

Desta maneira evitamos percorrer o mesmo caminho da minimização mais de uma vez, 

tentando ir diretamente para o fundo do poço de potencial. 

 Newton-Raphson já é um método mais complexo que converge em uma forma 

quadrática, ou seja, em pontos próximos do mínimo o número de dígitos significativos dobra.  

A idéia do método é de se tomar um valor qualquer para uma variável x, como primeira 

estimativa para este mínimo. Com este valor calculamos então o valor da função que, 
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provavelmente, não está no mínimo. Deste ponto, traçamos uma tangente à curva buscando 

o ponto em que esta tangente corta o eixo x, ou seja, este novo valor de x deverá ser uma 

melhor aproximação do mínimo, e assim sucessivamente. 

 Baseado em séries de Taylor, o método de Newton truncado consiste na geração de 

uma série de problemas linearizados, ou seja, quando tratamos de problemas muito grandes, 

a solução destes sistemas de equações lineares, juntamente com as repetidas avaliações da 

matriz de rigidez, tornam o método muito dispendioso computacionalmente. O cálculo das 

soluções lineares no início das interações não-lineares não precisa de grande precisão, 

necessidade esta que aumenta na medida em que as interações não lineares vão, cada vez 

mais, aproximando-se da solução final no equilíbrio. Ou seja, a idéia principal é 

minimizarmos o trabalho necessário para busca do mínimo quando estivermos longe da 

posição de equilíbrio. 

Dinâmica Molecular: 

 A dinâmica molecular (MD), nada mais é do que o estudo da evolução temporal de um 

dado sistema molecular. Este método trata os átomos em um meio contínuo, com as ligações 

químicas vibrando, ângulos de ligação variando, a molécula rotacionando, e ainda, a 

molécula como um todo pode, ou não, estar se deslocando no meio, tudo isto dependendo 

do problema a ser tratado. 

 A primeira aplicação usando dinâmica molecular consistia de um modelo de esferas 

rígidas com choques perfeitamente elásticos para representar as interações atômicas, foi 

desenvolvida por Alder e Wainwright e publicado no Journal of Chemical Physics em 1957. 

Entre os principais precursores deste método também estão Westheimer, Hendrickson, 

Wiberb, Allinger e Warshel (Levine, 2003). 
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 Com o passar dos anos o tamanho e a complexidade dos sistemas estudados 

cresceram muito. Para isto diversos artifícios tiveram de ser criados ou mesmo adaptados 

para estes estudos. A seguir apresentamos alguns destes mecanismos utilizados em nosso 

trabalho: 

Algoritmo de Verlet: 

 Desenvolvido pelo físico francês Loup Verlet em 1967 (Levine, 2003), este algoritmo, 

bem como outros métodos numéricos, resolve as equações de movimento de Newton no 

formalismo de Hamilton para cada incremento de tempo, para isto baseia-se no método de 

integração de Euler. Num cálculo de MD a avaliação das forças para obtenção das 

acelerações é o processo que mais consome tempo computacional, pois temos que efetuar a 

derivada da função potencial descrita anteriormente na seção de Mecânica Molecular. Assim, 

a partir destes cálculos, as acelerações podem ser inseridas nas equações de movimento, 

que por sua vez indicam as trajetórias de cada um dos átomos analisados (Lindahl, et al., 

2001). 

 Um problema deste método é que ele somente funciona para funções suaves, ou seja, 

funções contínuas das posições atômicas. Quando há truncamento nas interações de longo 

alcance, o potencial sofre variação brusca no instante em que a distância entre um par de 

átomos em interação ultrapassa o raio de corte, então a menos que um método de 

suavização possa ser usado, o tratamento do problema deve ser acoplado a uma análise 

colisional da dinâmica do sistema (Mundim, 2002). 

 A integral utilizada pelo algoritmo de Verlet pode ser derivada da expansão de Taylor 

da trajetória x(t) de uma partícula num tempo t. A expansão de Taylor em torno de um tempo 

t0 nos dá: 
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଴ݐሺݔ ൅ ሻݐ∆ ൌ ଴ሻݐሺݔ ൅ ଴ሻݐᇱሺݔݐ∆ ൅
1
2

଴ሻݐሺ"ݔଶݐ∆ ൅
1
6

଴ሻݐԢԢԢሺݔଷݐ∆ ൅ ܱሺ∆ݐସሻ 

E também: 

଴ݐሺݔ െ ሻݐ∆ ൌ ଴ሻݐሺݔ െ ଴ሻݐᇱ ሺݔݐ∆ ൅
1
2 ଴ሻݐሺ"ݔଶݐ∆ െ

1
6 ଴ሻݐԢԢԢሺݔଷݐ∆ ൅ ܱሺ∆ݐସሻ 

Juntando então as duas equações: 

଴ݐሺݔ ൅ ሻݐ∆ ൅ ଴ݐሺݔ െ ሻݐ∆ ൌ ଴ሻݐሺݔ2 ൅ ଴ሻݐሺ"ݔଶݐ∆ ൅ ܱሺ∆ݐସሻ 

Então, facilmente podemos obter a velocidade: 

଴ሻݐሺݒ ൌ
଴ݐሺݔ ൅ ሻݐ∆ െ ଴ݐሺݔ െ ሻݐ∆

ݐ∆2 ൅ ܱሺ∆ݐଶሻ 

O cálculo da velocidade é duas vezes menos preciso do que o cálculo das trajetórias. 

Entretanto, este erro não é acumulado durante o cálculo porque a evolução dos passos não 

necessita dos valores das velocidades, sendo que esta é calculada diretamente das 

trajetórias sempre que requisitada. 

Algoritmo “summed Verlet” ou “leepfrog”: 

 Este método foi feito como uma forma de se evitar que o incremento dado a cada 

passo fosse muito impreciso, devido ao fato deste ser muito pequeno comparado à distância 

entre duas posições. Este algoritmo de meio-passo foi criado a partir de uma modificação do 

algoritmo básico de Verlet. Então, dando-se passos menores, este algoritmo torna-se menos 

suscetível a erros e ocupa menos espaço na memória, tornando-o assim mais estável e 

eficiente.  



Rafael C. Bernardi  43 

 As velocidades nos meio-passos ݐ ൅ డ௧
ଶ

 e ݐ െ డ௧
ଶ

 podem ser definidas, desprezando-se 

os termos de ordem superior, como: 

ݒ ൬ݐ଴ ൅
ݐ߲
2 ൰ ൌ

଴ݐሺݔ ൅ ሻݐ߲ െ ଴ሻݐሺݔ
ݐ߲  

E também como: 

ݒ ൬ݐ଴ െ
ݐ߲
2 ൰ ൌ

଴ሻݐሺݔ െ ଴ݐሺݔ െ ሻݐ߲
ݐ߲  

A propagação das posições é obtida destas equações diretamente, de forma que: 

଴ݐሺݔ ൅ ሻݐ߲ ൌ ଴ሻݐሺݔ ൅ ݒ ൬ݐ଴ ൅
ݐ߲
2 ൰  ݐ߲

 

Esta equação é mais precisa por não lidar com diferenças entre grandes valores, 

comparados às pequenas variações nas posições atômicas entre ݐ଴ e ݐ଴ ൅   .ݐ߲

 A maior vantagem deste algoritmo talvez seja o fato de as velocidades aparecerem no 

cálculo das novas posições, o que torna o sistema acoplável a um banho térmico por 

correções nas velocidades. Controlar as velocidades, neste caso, significa controlar 

diretamente, além da energia cinética, também a energia potencial e logo a energia total do 

sistema, pois o potencial é uma função das posições e a variação destas depende 

necessariamente das velocidades. Então um tratamento estatístico nos leva facilmente a 

equação: 

3
2 ௔ܰ௧݇ܶ ൌ ෍ۃ

1
2 ݉௜ݒ௜

ଶሺݐሻ
ேೌ೟

௜ୀଵ

 ேೞ೟೐೛ೞۄ
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De onde podemos tirar a temperatura T  do sistema. O acoplamento a um banho térmico se 

dá a partir da comparação da temperatura T  a cada ciclo de stepsN  (este número geralmente 

varia entre 20 e 50 passos, dependendo do número de átomos do sistema atN ), com uma 

temperatura de referência 0T . No caso de haver um desvio TΔ muito grande, na maioria das 

vezes da ordem de 10% de 0T , então as novas velocidades serão corrigidas por um fator: 

௜ݒ ൬ݐ ൅
ݐ߲
2 ൰ ൌ ௜ݒ ൬ݐ െ

ݐ߲
2 ൰ ඨ൭ ଴ܶൗܶ ൱ 

 Esta forma simples de banho térmico foi muito utilizada nos primeiros cálculos de 

dinâmica molecular e continuava a ser utilizada até poucos anos atrás. Entretanto desde a 

década de 1990 outros métodos passaram a ser mais utilizados, como o de Berendsen, de 

Andersen`s ou o de Nosé e Hoover, que utilizamos na maioria de nossos trabalhos (Nose, et 

al., 1983). Também o método da dinâmica molecular de Langevin passou a ser bastante 

utilizado na última década, especialmente em cálculos mais longos de MD, tendo sido por 

nós utilizados nos cálculos com o canal TREK-1. 

O método de Berendsen, um dos mais utilizados em cálculos de MD, é extremamente 

eficiente para relaxar o sistema para uma temperatura setada como a de equilíbrio, porém 

uma vez que este equilíbrio é atingido este não é o acoplamento ideal e utilizar um ensemble 

canônico mais correto é muito importante. Um dos métodos mais avançados para as longas 

MDs no equilíbrio é o método de Nosé-Hoover. 

 A idéia deste método é considerar o banho térmico como uma parte integral do 

sistema, adicionando uma variável artificial ̃ݏ, associada a uma massa fictícia Q > 0, assim 

como a velocidade ̃ݏሶ . A magnitude de Q determina o acoplamento entre o reservatório 



Rafael C. Bernardi  45 

térmico e o sistema real e desta forma influencia as flutuações da temperatura.  A variável 

artificial ̃ݏ funciona como um parâmetro de ajuste temporal, mais precisamente o tempo no 

sistema extendido é esticado por um fator ̃ݏ. 

ݐ̃݀ ൌ  ݐ݀ݏ̃

Uma vez que no método proposto por Nosé as coordenadas atômicas são idênticas em 

ambos os sistemas, a equação de movimento do sistema no formalismo de Lagrange para o 

sistema extendido passa a ser: 

ࣦ ൌ ෍
݉௜

2
௜

ሶ௜ଶݎଶ̃ݏ̃ െ ܷሺ̃ݎሻ ൅
1
2

ሶݏ̃ܳ ଶ െ ݃݇௕ ଴ܶ ݈݊ ̃ݏ 

Os termos adicionais são incluídos para garantir que o algoritmo reproduza um ensemble 

canônico onde g = Ndf. 

 A idéia de um tempo esticado que as equações de Nosé propõem não são muito 

intuitivas e também são muito complexas de serem aplicadas. A formulação que Hoover 

sugere, baseado na idéia de Nosé, reformula estas equações em termos das variáveis do 

sistema real. A transformada proposta segue as seguintes relações: 

ݏ ൌ ,ݏ̃ ሶݏ ൌ ሶݏ̃ݏ̃ , ሷݏ ଶ̃ݏሷ ൅ ሷݏݏ̃ ଶ, ݎ ൌ ,ݎ̃ ሶݎ ൌ ሶݎ̃ݏ̃ , ሷݎ ൌ ݎଶ̃ݏ̃ ൅ሷ ሶݎ̃ݏ̃ ଶ 

Que levam a uma nova Lagrangeana e as seguintes equações de movimento de Lagrange: 

ሷ௜ݎ ൌ
௜ܨ

݉௜
െ  ௜ݎ ߛ

ሶߛ ൌ
െ݇஻ ௗܰ௙

ܳ
ܶሺݐሻ ቆ

݃
ௗܰ௙

଴ܶ

ܶሺݐሻ െ 1ቇ 
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Onde ߛ ൌ ሶݏ ൗݏ . É importante salientar que devemos ter muito cuidado na escolha do valor de 

Q, uma vez que diferentes valores mudam o ensemble e desta forma podem levar a um 

acoplamento de temperatura ruim. Este acoplamento não é simples de ser compreendido, 

mas é a forma mais eficiente de se manter o sistema no ensemble canônico, como desejável 

na maioria das simulações por dinâmica molecular. 

Correções nas velocidades também podem ser muito úteis no início de dinâmicas de 

modo a aliviar tensões localizadas do sistema. Geralmente as velocidades iniciais são 

sorteadas assumindo uma distribuição de Maxwell-Boltzmann, porém átomos com 

velocidades muito superiores aos demais podem atrapalhar a dinâmica, gerando regiões 

superaquecidas, desta forma, geralmente faz-se necessária uma pequena dinâmica para 

estabilizar o sistema e então seguir o cálculo. 

Dinâmica de Langevin: 

 Um método matemático aproximado muito utilizado para a dinâmica de sistemas 

moleculares é o método desenvolvido pelo físico francês Paul Langevin no início do século 

XX. Esta abordagem é caracterizada pelo uso de modelos simplificados para a 

contabilização de graus de liberdade através do uso de equações diferenciais estocásticas. A 

idéia é que um sistema molecular no mundo real provavelmente não está no vácuo. 

Empurrões de moléculas de solvente ou ar provocam fricções e colisões de alta velocidade 

coasional e acabam perturbando o sistema. A dinâmica de Langevin estende a dinâmica 

molecular tradicional para permitir estes efeitos. Além disso, este método permite controlar a 

temperatura como um termostato, assim simulando o ensemble canônico. 

 Resumidamente, a dinâmica de Langevin mimetiza os aspectos de viscosidade do 

solvente. Entretanto este não é um modelo completo de solvente implícito, uma vez que não 
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leva em conta o efeito hidrofóbico nem o screening eletrostático, que são melhores descritos 

pela equação de Poisson-Boltzmann. A equação de Langevin para um sistema de N 

partículas com massa m, com coordenadas x(t) é: 

ሷݔ݉ ൌ െ׏Vሺݔሻ െ ሶݔ݉ߛ ൅ ඥ2݇ߛ஻ܴܶ݉ሺݐሻ 

Onde V(x) é potencial de interação entre as partículas, T é a temperatura do sistema, Kb é a 

constante de Boltzmann e R(t) é a função delta que satisfaz as relações: 

ۄሻݐሺܴۃ ൌ 0 

ۄԢሻݐሻܴሺݐሺܴۃ ൌ ݐሺߜ െ  Ԣሻݐ

Onde ߜ é a função delta de Dirac. É importante observar que se o objetivo principal for usar a 

dinâmica de Langevin como acoplamento de temparatura, como em nosso caso, devemos 

tomar muito cuidado na escolha do valor da constante ߛ. Para mantermos o sistema em um 

ensemble canônico devemos manter o valor da constante ߛ  baixo, uma vez que o 

crescimento de ߛ leva a um regime difusivo, como numa dinâmica Browniana. 

Solvente na Dinâmica Molecular: 

 Geralmente quando falamos de dinâmica molecular clássica, estamos interessados 

em uma simulação de alguma molécula ou de um conjunto de moléculas em um determinado 

meio. O meio mais estudado certamente é a água, principalmente quando realizamos 

simulações de interesse biológico. Isto se deve não só ao fato de água ser o maior 

constituinte de boa parte dos seres vivos, mas também devido à água líquida apresentar 

características peculiares e até mesmo intrigantes relacionadas, por exemplo, à sua 

habilidade singular de fazer simultaneamente quatro ligações de hidrogênio, em conjunto 

com sua baixa massa molecular e aos pequenos momentos de inércia. A água também é 
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encontrada em abundância ao redor de biomoléculas como proteínas e membranas, 

controlando sua estrutura, função e reatividade em sistemas biológicos. 

 

Figura 17: Representação em duas dimensões do modelo de condição periódica de contorno 
utilizado nos métodos de dinâmica molecular. 

 

 Simulações em caixas d’água são muito comuns, porém como resolver problemas 

básicos, como as bordas de uma caixa? Sabemos que quando estamos tratando problemas 

em nível molecular, com uma pequena quantidade de moléculas (geralmente da ordem de 

104), se existisse uma parede nas bordas, haveria interação da água com esta parede, o que 

não nos interessa. Para resolver este problema, foi proposto então um modelo clássico que 

minimiza estes efeitos e consiste na aplicação de condições periódicas de contorno, ou seja, 

os átomos do sistema são simulados em uma caixa rodeada por cópias da própria caixa. 

Sendo assim é como se não houvesse limite na caixa e a mesma fosse infinita Figura 17. A 

caixa é construída de modo que as moléculas de água podem entrar e sair livremente de um 

lado para o outro, mas sempre mantendo uma mesma densidade no meio, ou seja, para 

cada molécula de água que sai da caixa através de uma parede, outra molécula entra pelo 

lado oposto, sem que as moléculas sejam quebradas, passando-as sempre inteiras. Existem 
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muitas possibilidades para o formato destas células unitárias, como cúbicas, romboédricas 

ou octaedros truncados, e geralmente escolhe-se a que minimiza o número de átomos no 

sistema, principalmente quando temos uma macromolécula solvatada nesta caixa. 

 Diversas propriedades moleculares podem ser obtidas através de uma simulação em 

meio aquoso, como: propriedades estruturais de solvatação, ligações de hidrogênio entre 

soluto-solvente, a área do soluto acessível ao solvente, além do estudo da organização das 

moléculas de água na vizinhança do soluto e de diversas propriedades deste, como 

estabilidade conformacional e dinâmica, movimentos em diferentes escalas de tempo e de 

importância para a atividade, entre outras.  

Simulações de Interfaces Biológicas: 

 A simulação de membranas biológicas sempre foi um dos grandes alvos das técnicas 

de dinâmica molecular. A escala de tempo acessível nas simulações hoje em dia tem 

aumentado muito a complexidade dos cálculos realizados. Sistemas envolvendo mais de um 

tipo de lipídio, além de colesterol, explícitos na simulação estão possibilitando novos estudos 

muito mais complexos. Porém no começo a simulação de membranas utilizava um conceito 

muito mais simples.  

Neste tipo de estudo simplificado, a membrana é simulada de forma implícita como 

sendo uma interface entre dois meios. Neste modelo, desenvolvido durante a tese de 

doutorado do Prof. Pedro G. Pascutti, as constantes de permeabilidade e de permissividade 

são colocadas para simular um lado de uma interface, simulando o meio exterior a 

membrana, no caso a água, e para o outro lado, que simula o interior da membrana, são 

inseridas as constantes equivalentes. Podemos utilizar então o método das cargas imagens 

para uma análise do deslocamento da molécula dentro da membrana. Isto, a primeira vista, é 
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uma aproximação muito grosseira da membrana (Figura 18), porém os resultados obtidos 

são bons, e o método é fisicamente muito simples de ser explicado. 

 

Figura 18: Modelo da interface utilizando método das imagens. Alguns fatores devem ser 

observados: O potencial em P (meio 1) depende de q e q´. O potencial em 2 depende só de q 

corrigida a descontinuidade dielétrica q´. Entre os dois meios os potenciais devem ser iguais. 

Deve haver continuidade da componente do deslocamento elétrico perpendicular à superfície. 

 

Este método pode ser aplicado a problemas envolvendo cargas na presença de 

superfícies de meios condutores ou dielétricos. Basicamente, consiste na substituição do 

problema real composto pelas cargas e a superfície da membrana, por um problema mais 

simples composto pelas cargas e suas imagens projetadas no interior do meio em questão. 

O campo elétrico, devido à densidade de cargas induzida na superfície de um meio condutor, 

ou devido à polarização da superfície de um meio dielétrico, na presença de uma carga q, é 

aproximado ao produzido por uma carga hipotética q’ situada simetricamente em relação à 

posição onde estaria a superfície. Usa-se então uma abordagem semelhante à utilizada em 

livros de eletrodinâmica. 



Rafael C. Bernardi  51 

Apesar de simples este método apresenta bons resultados, tendo sido utilizado em 

diversos trabalhos. Um dos trabalhos realizados pelo grupo do Prof. Pedro G. Pascutti é 

justamente sobre o estudo do gate de canais iônicos neste tipo de interface, mais 

especificamente o gate de inativação do canal de sódio (Sirota, et al., 2002).  Neste trabalho 

Sirota construiu um modelo teórico do gate de inativação do canal de sódio, mais 

especificamente do linker LIII-IV e realizou cálculos de dinâmica molecular numa interface de 

membrana implícita, mostrando que este domínio parece ter uma grande importância na 

inativação do canal. 

A simulação de membrana explicita é uma das técnicas mais importantes em dinâmica 

molecular, tendo grande importância para o estudo de fármacos e também de proteínas, uma 

vez que uma grande parcela destas possui domínios transmembranares. Quando falamos 

em membranas explicitas queremos dizer que cada átomo do sistema é simulado. Desta 

maneira, simulações de bicamadas lipídicas já esbarram na necessidade de computadores 

poderosos, que tenham capacidade de processar o número gigantesco de átomos. Também 

nas técnicas para simular as peculiares propriedades termodinâmicas deste tipo de sistema 

utilizando para isto apenas a mecânica clássica. 

 Diversos modelos de membrana foram criados nos últimos anos, entre eles um dos 

modelos mais utilizados foi desenvolvido pelo grupo do prof. Dr. Peter Tielleman da 

Universidade de Calgary, Canadá. Este modelo segue os procedimentos desenvolvidos na 

tese de doutorado de Tielleman sob orientação do prof. Dr. H. J. C. Berendsen, um dos “pais” 

do GROMACS, um dos mais conhecidos softwares de dinâmica molecular. O grupo de 

Calgary alterou diversos parâmetros a fim de reproduzir propriedades experimentais de 

membranas biológicas e assim poder organizar modelos confiáveis de simulação. Alterações 

nos potenciais, principalmente eletrostáticos e de van der Waals, fazem-se necessários para 
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estabilizar um sistema como este e manter condições periódicas de contorno (Tieleman, et 

al., 1996), porém por mais modernos que sejam seus métodos ainda estamos um pouco 

longe de simular membranas explícitas com diversas proteínas e carboidratos cruzando 

através da mesma, como mostra a ilustração da Figura 19.  

 

Figura 19: Representação da membrana celular. Estão representados nesta figura os 

fosfolipídios, que são os principais integrantes da membrana, junto com diversas outras 
biomoléculas. 

 

O estudo de sistemas modelo de membrana pode ser feito com detalhes atômicos 

através de técnicas como Monte Carlo, dinâmica molecular, dinâmicas estocásticas ou ainda 

por combinações destas técnicas. A dinâmica de um lipídio, bem como de qualquer outro 

sistema que se deseja simular, passa primeiramente por uma grande coleta de dados 

experimentais. Os estudos experimentais nos dão principalmente uma visão estrutural das 
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cadeias fosfolipídicas e de suas propriedades de transporte de pequenas moléculas, ou seja, 

de sua permeabilidade a outras moléculas, como fármacos, permitindo a entrada ou saída 

destas moléculas dentro da célula. Estes estudos nos levam a progressos principalmente nas 

parametrizações dos campos de forças. 

Um trabalho importante, que ajudou bastante nos atuais métodos de simulação de 

membranas foi feito por Jakobsson e Scott em 1996, que revisaram algumas estratégias de 

simulação de lipídios. Este trabalho discutiu diferentes condições macroscópicas de bordas e 

propõe a simulação de bicamadas com a aplicação de uma superfície de tensão, como num 

ensemble Nγ T. Poderia então surgir uma alternativa aos ensembles Npt e NVT que são mais 

comuns em simulações. Outros ensembles também foram estudados por Feller e também 

por Zhang (Feller, et al., 1999) (Zhang, et al., 2007). 

 Um problema do uso de diferentes ensembles está no fato de que tipicamente são 

comparados dados obtidos por diferentes experimentos, realizados em diferentes condições. 

Para ajustar estes parâmetros, diferentes aproximações e parâmetros podem ser 

comparados fazendo-se uma série de simulações com diferentes parâmetros e condições de 

contorno alterando-os sistematicamente. Entretanto este tipo de cálculo demasiado exaustivo 

era proibitivo em termos computacionais. No estudo da DPPC diversas simulações foram 

realizadas pelo grupo do professor Berendsen, sendo que elas diferem uma da outra com 

respeito às condições macroscópicas de fronteira, modelo de água utilizado, cargas e 

também dos parâmetros das interações de Lennard-Jones entre carbonos e água. 

 Apesar de termos utilizado diversas fontes de parâmetros diferentes para a realização 

de nossas simulações, a forma que cada grupo utilizou para obter estas topologias não é 

muito diferente uma da outra. Seguindo como exemplo o modelo da DPPC feito pelo grupo 
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do Dr. Tieleman, tentaremos a seguir explicar algumas das complicações que envolvem a 

parametrização de uma membrana lipídica (Tieleman, et al., 1996). 

 Num dos primeiros estudos de membrana realizados com detalhamento atômico, um 

sistema contendo 64 lipídios e 736 moléculas d’água foi utilizado na fase gel a uma 

temperatura de 335K (Tieleman, et al., 1996). Para forçar o sistema a se manter nesta fase 

gel três ajustes fundamentais foram feitos: os parâmetros de Lennard-Jones das interações 

CH2-CH2 e CH3-CH3 foram alterados, os diedros do campo de forças GROMOS foram 

trocados por funções de potenciais diedrais de Ryckaert-Bellemans e as cargas das cabeças 

foram divididas por dois para diminuir as interações entre estes grupos. Isto poderia 

compensar então a perda no potencial dielétrico causado pela não polarizabilidade do 

modelo de água utilizado. Entretanto, como a redução das cargas não é a mais elegante, 

outras modificações foram propostas pelo grupo. 

Alterações no campo de forças: 

1. Cargas: 

Praticamente em todos os campos de forças modernos as cargas utilizadas são 

derivadas de cálculos quânticos ab-initio. No caso do campo de forças para o DPPC e POPC 

do grupo do Dr. Tieleman, os parâmetros são derivados do trabalho de Chiu (1995) com 

algumas correções através de cálculos ab-inito. Modelos com estas cargas e com o padrão 

de cargas do campo de forças GROMOS, já citado anteriormente, foram testados por este 

grupo de modo a obter uma comparação dos termos para um mesmo sistema molecular. 

2. Parâmetros de Lennard-Jones para interações entre água e metil ou metileno: 

Nas primeiras simulações dois diferentes conjuntos de parâmetros de Lennard-Jones 

foram utilizados para estas interações: os parâmetros publicados por Chiu em 1995 e mais 
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recentemente o conjunto derivado do estudo da interface decano/água feito por Van Buuren 

em 1993. Van Buuren e seus colaboradores examinaram cinco diferentes valores para o 

parâmetro ε nas interações Ow-CH2 e Ow-CH3, isto foi feito devido ao fato do valor original 

implementado no campo de forças GROMOS resultava na solubilidade do decano em água 

de maneira muito distante dos experimentos. As interações Ow-CH2 e Ow-CH3 são 

consideradas um ponto de fundamental importância na interface água membrana (Tieleman, 

et al., 1996) (Marrink, et al., 1996). 

3. Modelo de água: 

Diversos modelos de água foram utilizados nos testes de simulação da interface 

água/lipídio, sendo que os modelos que se saíram melhor foram o SPC, o SPC/E e o TIP. 

Apesar de cada um destes modelos de água apresentar diferenças ínfimas entre si quando 

analisamos uma única molécula, esta diferença torna-se bastante significativa e influente 

quando tratamos de uma quantidade considerável de moléculas como em nosso sistema. 

Focando nos modelos SPC e SPC/E, existem muitas razões para preferirmos um ao 

invés do outro. O modelo SPC/E foi originalmente desenvolvido devido ao fato de seu 

predecessor não fornecer corretamente as auto-energias devido à polarização. Este modelo 

fornece uma melhor densidade, função de distribuição radial, constante de autodifusão e 

constante dielétrica do que a SPC. Porém, infelizmente, um modelo com poucos parâmetros 

como o SPC ou o SPC/E não pode reproduzir todos os experimentos observados com 

valores exatos, e para se chegar as melhorias citadas o potencial termodinâmico para o 

SPC/E somente será correto se sua auto-energia de polarização for aplicada, ou seja, se for 

posta “a dedo” nas simulações. Também devemos lembrar que a energia livre efetiva do 

SPC/E é muito baixa (-27,6 kJ/mol) comparada a do modelo SPC (-24,3 kJ/mol), sendo que 

este último está mais próximo de valores experimentais (Marrink, et al., 1996). Isto tudo, 
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indica que o estado líquido é termodinamicamente muito mais favorável para o SPC/E, 

porém como em nosso caso a água está em equilíbrio com diferentes ambientes, a 

solubilidade torna-se muito importante para o bom comportamento das interfaces. Estes 

resultados levaram então a sugestão de que o modelo SPC seria mais confiável quando 

trabalhamos com lipídios do GROMOS (Tieleman, et al., 1996). 

4. O tratamento eletrostático: 

As interações eletrostáticas requerem um cuidado especial. Inicialmente nos estudos 

de bicamadas lipídicas foram utilizadas funções de corte cilíndricas, método que foi usado 

devido ao fato de abancar todas as interações eletrostáticas entre pares no volume 

estudado. As interações eletrostáticas com o cilindro são somadas diretamente e a parte 

restante do sistema é tratada usando uma solução analítica da equação de Poisson. A 

contribuição desta parte restante torna-se insignificante e é então desconsiderada. Este 

método requer uma simetria cilíndrica, o que o torna indesejável para o estudo de bicamadas 

com outras moléculas e também muito custoso computacionalmente. 

Métodos alternativos incluem métodos como a soma de Ewald ou condições 

estocásticas de contorno com métodos rápidos de expansões de multipólos. Este último 

método foi utilizado por Heller em 1993 para uma simulação contendo 200 moléculas de 

POPC. Os métodos de lattice-sum como o da soma de Ewald apresentam uma desvantagem 

por realçar artefatos utilizados nas condições periódicas de contorno, sendo que isto pode, 

ou não, ter uma grande importância nos resultados finais (Tieleman, et al., 1996). 

Para sistemas de lipídios com carga total neutra um critério simples de potencial de 

corte (cut-off) para as interações eletrostáticas era, até pouco tempo, o método mais usado. 

Os métodos cut-offs introduzem valores indesejáveis nas soluções com íons, mas se o raio 
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do corte é bastante grande (valores maiores que 1.8 nm), este método parece trabalhar bem 

com as fosfatidilcolinas. 

O método mais utilizado atualmente para o cálculo eletrostático é o PME (Particle 

Mesh Ewald) que é derivado do método da soma de Ewald. Este método é utilizado para 

computar a energia de interação, especialmente a energia eletrostática, entre sistemas 

periódicos, como cristais. A soma de Ewald é um caso especial, no espaço de Fourrier, da 

soma de Poisson que é feita no espaço real. A maior vantagem desta aproximação é que no 

espaço de Fourrier a soma converge de forma mais rápida do que no espaço real para 

interações de longo alcance, como as interações eletrostáticas. Como a energia eletrostática 

é constituída por interações de curto e de longo alcance, os códigos de MD costumam 

decompor o cálculo eletrostático em dois domínios. No primeiro, para interações de curto 

alcance, o cálculo é feito de forma direta pela equação de Coulomb. A partir de um 

determinado raio o software utiliza o método de Ewald no espaço de Fourrier, que 

apresentará maior eficiência para o cálculo eletrostático de longo alcance. 

Condições de contorno macroscópicas (a escolha do ensemble): 

 A maioria dos estudos de dinâmica molecular de lipídios e sistemas de interesse 

biológico usam condições de contorno a pressão constante em um ensemble NpT ou a 

volume constante num ensemble NVT. 

 O primeiro método permite que o sistema ajuste o tamanho da caixa de simulação de 

modo que o virial interno se ajuste a pressão externa aplicada (Eslami, et al., 2008). Este 

método tem grande vantagem, pois uma única aproximação de tamanho inicial da caixa é 

necessária, pois o sistema encontrará o tamanho correto por si só, baseando-se no campo 

de forças. Nos anos 90 Chiu et al. (1995) introduziu uma tensão de superfície na simulação, 
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com a suposição de que a tensão de superfície da membrana é duas vezes a da que 

corresponde à monocamada lipídica. Esta suposição é questionável já que a tensão da 

monocamada consiste principalmente da tensão de superfície da interface alcano/ar, mas 

isto faz uma pequena diferença na simulação: ao invés de acoplamento isotrópico de 

pressão, um acoplamento anisotrópico, com diferentes componentes de pressão no plano da 

bicamada e normal ao plano. Quando a interface é perpendicular ao eixo z, a tensão de 

superfície γ  pode ser calculada de: 

ߛ ൌ െ නሾ݌Ԣሺݖሻ െ  ݖሿ݀݌ 

Onde ( )zp'  é a pressão lateral, p  é a pressão do bulk e a integral é definida nos limites da 

camada. Com duas interfaces perpendiculares ao eixo z, como em nosso caso, a integral 

pode ser estendida para o infinito, ( ) pzp =' , pois no bulk a tensão de superfície pode ser 

reduzida á: 

ߛ ൌ െ
1
2 ൬

௫݌ ൅ ௬݌

2 െ ௭൰݌  ௭ܮ

Onde definimos a pressão ( )zyxPp ,,== αααα  e zL  como o comprimento da caixa na direção 

z. Estes resultados para uma pressão de -100 bar nas direções x e y em uma caixa de 

comprimento 5,6 nm (como a utilizada por Chiu em 1995) nos dão =γ 28 mN/m. Estes 

valores são a metade dos obtidos por Chiu devido ao fato de no nosso caso termos duas 

interfaces água/lipídio. Para uma caixa de aproximadamente 6,7nm, a mesma tensão de 

superfície usada por Chiu nos dá uma pressão de aproximadamente -80 bar nas direções x e 

y, a qual é a pressão utilizada em todas as simulações que realizamos com membranas 

DPPC no GROMACS no ensemble Nγ T. 
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 Apesar disto, não há diferenças significativas entre os resultados das simulações nos 

ensembles NpT e Nγ T. O tamanho do sistema é aproximadamente o mesmo com ou sem 

tensão de superfície. O ensemble NVT nos mostra muitos elementos preocupantes, apesar 

de todo o cuidado na escolha das dimensões da caixa. O sistema NVT apresenta um mínimo 

de densidade muito abaixo do centro da bicamada e uma distribuição diferente atrás da 

interface comparado com os ensembles NpT e Nγ T. Também as caudas lipídicas são 

consideravelmente menos ordenadas do que vemos nos experimentos.  

 Com isto podemos crer que NVT não é o ensemble apropriado para o estudo de 

bicamadas em sistemas biológicos, pois sua fluidez torna impossível ou pelo menos mais 

difícil obter precisão nos resultados dos cálculos em sistemas com dimensões tão grandes. 

Entretanto é possível obter bons resultados de uma simulação com pressão constante sem 

ter que assumir a presença de uma superfície de tensão.  

 A pressão anisotrópica pode nos guiar a um rápido equilíbrio do sistema, mas não há 

razão para usar algum valor específico para esta finalidade, e pressões muito altas 

conduziram ao resultado esperado mais rapidamente do que para valores justificáveis 

fisicamente. O trabalho do Dr. Tieleman conclui que um acoplamento Nγ T se mostra 

adequado para as simulações de membranas, entretanto com o avanço dos últimos anos 

podemos concluir que não existe a necessidade do uso de tais parâmetros, uma vez que a 

escala de tempo acessível nos dias de hoje é muito maior (Tieleman, et al., 1996). 

 

3.2 – MÉTODOS QUÂNTICOS NO TRATAMENTO DE ÁTOMOS E MOLÉCULAS: 

Os métodos que utilizam mecânica clássica apresentam resultados muito bons para a 

maioria das questões referentes aos sistemas de interesse biológico. Porém, quando 
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precisamos entender como uma reação química ocorre, ou como a estrutura eletrônica de 

uma molécula é afetada na transição entre diferentes meios, como na interface entre água e 

membrana biológica, a mecância quântica passa a ser necessária.  

Diversos métodos de mecânica quântica foram criados para tratar átomos e 

moléculas, sendo que cada um deles apresenta limitações. Neste trabalho nós utilizamos 

métodos semi-empíricos e DFT para estudar os fármacos e construir os campos de forças 

para os mesmos. Também utilizamos o método CPMD, uma aproximação do método DFT 

para o estudo da dinâmica quântica de moléculas. Este método foi utilizado em conjunto com 

a dinâmica molecular clássica em estudos de dinâmica híbrida (QM/MM). A seguir seguem 

descrições dos métodos utilizados. 

 

3.2.1 – MÉTODOS SEMI-EMPÍRICOS: 

Devido à dificuldade em aplicar métodos quânticos em moléculas de médio e grande 

porte, foram desenvolvidos muitos métodos semi-empíricos para tratar tais problemas, sendo 

que os primeiros métodos só tratavam os elétrons π de moléculas conjugadas. O mais 

célebre método semi-empírico de tratamento do elétron π é o método do Orbital Molecular de 

Hückel (HMO), desenvolvido nos anos trinta. Aqui, a Hamiltoniana do elétron π é aproximada 

para a forma mais simples: 

(i)HĤ
πn

1i

eff
π ∑

=

=  
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onde Heff(i) incorpora os efeitos das repulsões do elétron π de uma maneira muito 

simplificada. Este método é bastante vago, e na realidade o método de Hückel não especifica 

nenhuma forma explícita para Heff(i). 

Embora a teoria de Hückel possa ser usada para predizer as faixas de longo 

comprimento de onda de hidrocarbonetos aromáticos, seria absurdo tentar usar a teoria 

HMO para predizer o espectro eletrônico completo de um hidrocarboneto aromático. Por 

exemplo, a teoria de Hückel negligencia repulsões entre elétrons, não havendo nenhuma 

separação entre termos de singleto e tripleto que surgem da mesma configuração eletrônica. 

Experimentalmente são observadas separações de 1.0 eV ou até 2.0 eV entre tais 

condições, ou seja, a diferença de energia entre os estados singleto e tripleto. 

Um método semi-empírico do elétron π que leva em conta a repulsão entre elétrons e 

que melhora o método de Hückel é o método Pariser-Parr-Pople (PPP), desenvolvido em 

1953. Neste método a Hamiltoniana inclui repulsões eletrônicas, e a função de onda do 

elétron π é escrita como um produto anti-simétrico de orbitais de spin destes elétrons. 

Pople e alguns colegas desenvolveram ainda os métodos CNDO (Complet Neglect of 

Differential Overlap), INDO (Intermediate Neglect of Differential Overlap) e NDDO (Neglect of 

Diatomic Differential Overlap), com o objetivo de reproduzir os resultados obtidos com 

métodos ab-initio de orbital molecular SCF, com uma teoria que requer muito menos tempo 

de cálculo no computador. A constante busca de Pople por métodos que fossem mais 

facilmente aplicáveis e a construção de pacotes computacionais que levaram a 

popularização destes métodos, deram a ele o Prêmio Nobel de Química de 1998. 

Porém os seus métodos usam aproximações grosseiras e podemos esperar que os 

seus resultados por mais semelhantes que sejam não serão tão precisos e confiáveis como 
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os ab-initio. Assim estes métodos fazem bem os cálculos de geometria molecular, mas 

falham no cálculo de cargas e de minimização das energias de ligação. Surgem então vários 

métodos semi-empíricos semelhantes ao INDO e NDDO, iniciados por Dewar e seus colegas 

de trabalho, dentre eles o AM1 (Austin Model 1) e o PM3 (Parameterized Model 3), porém o 

objetivo de Dewar não era o de reproduzir os valores obtidos com cálculos ab initio SCF, e 

sim de obter uma teoria que daria as energias que ligam as moléculas com uma precisão 

química dentro da margem de 1kcal/mol e que pudesse ser usado para moléculas. 

O desafio, que a princípio pareceria loucura, era desenvolver uma teoria de orbitais 

moleculares (MO) que tivesse resultados próximos aos do método ab initio SCF de Hartree-

Fock e que ainda tivesse sucesso onde a teoria de Hartree-Fock falha, no desenvolvimento 

de funções matemáticas para descrever os orbitais. Porém, por escolha própria dos 

parâmetros no método semi-empírico, a pessoa pode melhorar o resultado obtido com o ab-

initio SCF, porque a escolha de parâmetros satisfatórios compensaria a negligência de 

correlação do elétron na teoria SCF. 

Estas teorias, do tipo de Dewar, analisam apenas os elétrons de valência, sendo que 

em sua maioria, estas usam uma base de dados mínima do tipo Slater, de valência s e p nos 

orbitais atômicos (com valores para os orbitais determinados por parametrização) com a 

finalidade de expandir o elétron de valência dos orbitais moleculares. As equações de Fock-

Roothaan são resolvidas para achar os orbitais moleculares SCF semi-empíricos. Já nos 

métodos ab-initio, as integrais dos elementos da matriz de Fock são avaliadas com bastante 

precisão para obter os termos de MO, porém esta não é a aproximação usada na teoria de 

Dewar. Teorias do tipo Dewar utilizam as integrais de repulsão eletrônica (ERIs) de centro 

único como parâmetros, cujos valores são escolhidos para ajustar o problema com os dados 

experimentais, e então são calculadas as integrais de centro duplo, partindo das primeiras, e 
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assim as distâncias internucleares são calculadas usando aproximações envolvendo 

parâmetros experimentais e cálculos de minimização de energia. As integrais restantes são 

avaliadas usando parâmetros aproximados que são projetados para não dar valores que 

reproduzam os ab-initio com precisão, mas sim que sejam consistentes com aproximações 

químicas usadas, que nas teorias de Dewar são parametrizadas para render bons valores 

para entalpia de formação na fase gasosa a 25ºC.  

Em 1985 Dewar e seus colegas publicaram uma versão melhorada do MNDO 

chamada AM1 (Austin Model 1, em homenagem a Universidade do Texas em Austin) 

(Dewar, 1985). O AM1 foi parametrizado para os elementos químicos: H, B, Al, C, Si Ge, Sn, 

N, P, O, S, F, Cl, Br, I, Zn, e Hg, e a única diferença entre o MNDO e o AM1 está na 

expressão da energia pontencial para o caroço repulsivo central. Em seguida, em 1989, 

Stewart reparametrizou o AM1 e criou então o método PM3 (Método Paramétrico 3, onde o 1 

seria o MNDO e o 2 o AM1), (Stewart et al, 1991). O PM3 difere também muito pouco do 

método AM1, as integrais de repulsão eletrônica de centro único são levadas como 

parâmetros a serem aperfeiçoados (no AM1 estes valores foram obtidos experimentalmente 

por espectrometria atômica), a função para o caroço repulsivo contém apenas duas 

gaussianas por átomo (Stewart, 1990). O PM3 foi ajustado para os átomos de H, C, Si, Ge, 

Sn, Pb, N, P, As, Sb, Bi, O, S, Se, Te, F, Cl, Br, I, Al, Ga, In, Tl, Be, Mg, Zn, Cd, e Hg. Este 

ajuste para apenas estes átomos deve-se ao fato de a parametrização utilizando resultados 

experimentais ter sido feita apenas para estes átomos, o que não significa que este método 

não funcione para outros átomos. Porém para átomos mais pesados (com o número atômico 

Z aproximadamente maior do que 30) os resultados começam a ficar fora de valores 

aceitáveis, salvo algumas exceções. 
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Na última década diversos novos métodos semi-empíricos baseados na teoria de 

Dewar surgiram. Em sua maioria são apenas reparametrizações do método AM1 e que tem 

alcaçado bastante sucesso principalmente na predição de geometria molecular. Entre estes 

métodos um dos que apresenta os melhores resultados é o RM1 (Recife Model 1),  

desenvolvido na Universidade Federal de Pernambuco. Neste trabalho nós utilizamos os 

métodos semi-empíricos apenas como uma forma de agilizar os cálculos quânticos ab-initio, 

como uma forma de obter a molécula em uma geometria melhor, antes de aplicar métodos 

mais robustos. 

 

3.2.2 – MÉTODO DO FUNCIONAL DA DENSIDADE: 

 A Teoria do Funcional Densidade (DFT) é a mais próspera e popular aproximação da 

mecânica quântica para o estudo de átomos e moléculas. Porém, apesar de ser um método 

quântico ab-initio, ele não resolve os cálculos através da função de onda e sim através da 

densidade de probabilidade eletrônica. Entretanto isto é feito tratando esta densidade de 

probabilidade como se fosse a própria função de onda, aplicando a ela os operadores da 

mecânica quântica (QM – quantum mechanics). Esta teoria é aplicada habitualmente para o 

cálculo, por exemplo, da energia de ligação de moléculas de interesse na bioquímica ou até 

mesmo na física do estado sólido. Mas sua abrangência vai desde o campo da biologia e 

mineralogia, até nos estudos de supercondutividade, efeitos relativísticos em elementos 

pesados e em núcleos atômicos, estudo de líquidos clássicos ou da propriedade magnéticas 

de ligas, entre outros. 

O desenvolvimento da teoria DFT foi bastante longo, sendo que diversos métodos 

poderosos, como o de Hohenberg e Kohn, foram desenvolvidos para resolver problemas de 
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muitos corpos. Na resolução da equação de Schroedinger, anos de estudos foram 

necessários para um melhor entendimento de como agir na resolução destes problemas. Em 

física, por exemplo, temos os diagramas da teoria de perturbação (baseados em diagramas 

de Feynman e funções de Green). Por outro lado, na química freqüentemente usam-se 

métodos de Interação da Configuração (CI) baseados em expansão sistemática em 

determinantes de Slater. O problema com estes métodos é a grande exigência de recursos 

computacionais que seria necessária para trazermos estas equações ao estudo de 

moléculas e sólidos. É simplesmente impossível aplicá-los eficientemente em sistemas 

grandes e complexos. Ninguém conseguirá, pelo menos não com a atual capacidade 

computacional, calcular propriedades químicas de moléculas com mais de 100 átomos com o 

método CI em sua forma completa, ou a estrutura eletrônica de um semicondutor real usando 

nada mais que as funções de Green e os diagramas de Feynman. 

 Este é o ponto onde o DFT tornou-se uma alternativa viável, talvez um pouco menos 

preciso, mas muito mais versátil. A teoria do funcional da densidade utiliza sistemas 

coulombinanos não relativísticos que diferem somente por seus potenciais V(r), e 

ferramentas precisas para lidar com operadores universais de energia cinética e potencial ( T
)

 

e U
)

). Além disso, a DFT consegue eliminar diversos termos, devido ao seu método de 

cálculos, trazendo um sistema complexo para o referencial de um único átomo. Isto é feito 

promovendo a densidade de partículas n(r) ou a densidade eletrônica ρ0(r) de apenas um 

entre muitos observáveis como uma variável chave, na qual o cálculo de todos os 

observáveis pode ser baseado. 

Esta aproximação forma a base da grande maioria de cálculos de estrutura eletrônica 

em física e química. Muito do que nós sabemos sobre as propriedades elétricas, magnéticas 
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e estruturais de materiais foi calculado usando DFT, e até que ponto a teoria do funcional 

densidade contribuiu à ciência de moléculas pode ser visto pelo Prêmio Nobel de Química de 

1998 que foi dado a Walter Kohn, o pai do método DFT (Kohn, 1999), e John Pople, quem 

implementou o DFT em química computacional (Pople, 1999). 

 Para entender melhor a DFT é necessário recordar alguns conceitos elementares de 

mecânica quântica. Nesta teoria aprendemos que todas as informações que podemos ter de 

um determinado sistema estão contidas numa função de onda Ψ do sistema. Em sistemas 

não relativísticos, esta função de onda é calculada da equação de Schroedinger, que para 

um único elétron movendo-se em um potencial v(r) é dada pela seguinte equação:  

ቈെ
԰ଶ׏ଶ

2݉ ൅ ܸሺݎሻ቉ ߰ሺݎሻ ൌ  ሻݎሺ߰ߝ

Se há mais de um elétron, a equação de Schroedinger para muitos corpos torna-se: 

቎෍ ൭െ
԰ଶ׏ଶ

2݉ ൅ ܸሺݎሻ൱
ே

௜

൅ ෍ ܷ൫ݎ௜, ௝൯ݎ
௜ழ௝

቏ ߰ሺݎଵ, ,ଶݎ … , ேሻݎ ൌ ,ଵݎሺ߰ܧ ,ଶݎ … ,  ேሻݎ

onde N é o número de elétrons e U(ri,rj) é o potencial de interação elétron-elétron. Como na 

equação acima, na DFT os graus de liberdade nuclear somente aparecem na forma de um 

potencial v(r) agindo nos elétrons (aproximação de Born-Oppenheimer), de forma que a 

função de onda só depende das coordenadas eletrônicas e de sua relação com o núcleo, 

não explicitanto os termos nucleares. Para um sistema coulombiano temos:  

෡ܷ ൌ ෍ ܷ൫ݎ௜, ௝൯ݎ
௜ழ௝

ൌ ෍
ଶݍ

หݎ௜ െ ௝หݎ
௜ழ௝
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(note que este último operador demonstra somente a interação do potencial coulombiano). O 

operador do termo de energia cinética será: 

෠ܶ ൌ
԰ଶ

2݉ ෍ ୧׏
ଶ

௜

 

Deve-se notar que estas expressões são dadas para um sistema não relativístico. Nosso 

sistema é um átomo, uma molécula, ou um sólido que depende somente de v(ri). Por 

exemplo, para um átomo, o operador do potencial pode ser dado por: 

෠ܸ ൌ ෍ ܸሺݎ௜ሻ
௜

ൌ െ ෍
ܼ݁ଶ

௜ݎ| െ ܴ|
௜

 

onde Z é o número atômico, e é carga do elétron e R é a posição do núcleo. Para uma 

molécula ou um sólido temos: 

෠ܸ ൌ ෍ ܸሺݎ௜ሻ
௜

ൌ െ ෍
ܼ௞݁ଶ

௜ݎ| െ ܴ௞|
௜௞

 

onde, a soma em k nos da a soma em todos os átomos do sistema, com carga Zk e posição 

Rk.  Note que Rk é apenas um arranjo no espaço, com suas correspondentes condições de 

contorno, que distinguem, fundamentalmente, uma molécula de um sólido. 

A manipulação quântica da equação de Schroedinger (SE) pode ser resumida pela 

seguinte sequência: 

ܸሺݎሻ
ௌா
ሳሰ ߰ሺݎଵ, ,ଶݎ … , ேሻݎ

ట|…|టۧۦ
ሳልልልልሰ  ݏ݅݁ݒáݒݎ݁ݏܾ݋ 

Por exemplo, podemos especificar o sistema escolhendo V(r) e tomando isto na 

equação de Schroedinger resolvemos esta para uma função de onda Ψ, então calculamos os 
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valores esperados dos observáveis com esta função de onda. Um entre os observáveis 

calculados é a densidade de partícula: 

݊ሺݎሻ ൌ ܰ න ݀ଷݎே߰ሺݎଵ, ,ଶݎ … , כேሻݎ ߰ሺݎଵ, ,ଶݎ … ,  ேሻݎ

Este observável é a grande base dos métodos DFT, porém, para resolvermos a equação de 

Schroedinger, e chegarmos até a expressão para a densidade de partícula, foi traçado um 

caminho complexo num emaranhado de problemas de cálculo que foram sendo resolvido aos 

poucos durante o último século. 

 O primeiro passo no desenvolvimento dos cálculos DFT, para o estudo de sistemas de 

muitos átomos, surgiu devido ao fato da função de onda eletrônica de uma molécula de n 

elétrons depender de 3n coordenadas espaciais e n coordenadas de spin. De certo modo, a 

função de onda de uma molécula de muitos elétrons contém mais informações do que 

necessitamos. Este foi o estopim para a busca por funções que envolvessem menos 

variáveis do que a função de onda, possibilitando o uso dos cálculos desenvolvidos para o 

estudo das energias e outras propriedades atômicas e moleculares.  

 Em 1964, Hohenberg e Kohn desenvolveram um teorema que segue um caminho um 

pouco diferente, passando a tratar a densidade eletrônica, e não a densidade de partículas 

como vinha sendo tratado até então. Este teorema prova que para moléculas com um estado 

fundamental não degenerado, a energia molecular do estado fundamental, a função de onda, 

e todas as outra propriedades eletrônicas são exclusivamente determinadas pelo estado 

fundamental de uma densidade eletrônica de probabilidade ρ0(x,y,z), uma função que possui 

apenas três variáveis (Wang, et.al. 1983). É fato que a energia eletrônica do estado 

fundamental E0 é um funcional de ρ0 e pode ser escrita como E0 = E0 [ρ0], onde os colchetes 
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denotam uma relação funcional. A DFT, partindo do teorema de Hohenberg-Kohn, passa a 

calcular a energia e outras propriedades moleculares no estado fundamental, a partir da 

densidade eletrônica do estado fundamental ρ0. 

Mas o que é um funcional? Sabemos que a função f(x) é uma regra que associa um 

número, com cada valor da variável x para a qual função f está definida. Entretanto, um 

funcional F[f] é uma regra que associa um número com a função f. Por exemplo, o funcional 

∫
∞

∞−

= dxf(x)(x)f*F[f] , associa um número, achado pela integração de | f |2 em todo o espaço, 

com cada função f(x) quadraticamente integrável. 

 A aproximação feita pela teoria do funcional densidade pode ser resumida da seguinte 

forma: 

݊ሺݎሻ ֜ ߰ሺݎଵ, ,ଶݎ … , ேሻݎ ֜ ܸሺݎሻ 

Por exemplo, o conhecimento de n(r) insinua o conhecimento da função de onda e logo do 

potencial V(r), e conseqüentemente de todos os outros observáveis. Porém estes conceitos 

dão uma idéia geral da DFT, mas não especificam como a DFT trabalha exatamente. Para 

um maior detalhamento do método vide referências: Parr et al, 1990; Koch et al, 2001; 

Nalewajski et al, 1996; Anisimov et al, 1999; March et al, 1992, Laird et al, 1996; Joulbert et 

al, 1998; Dobson et al, 1998; Eschrig, 1996; Gross et al, 1995. 

A DFT nos dias de hoje: 

Nos últimos anos, os cálculos baseados na DFT estão ganhando uma popularidade 

muito grande, e com isto foram surgindo incontáveis métodos de funcional da densidade. Na 

verdade, diversos funcionais para aplicarem na DFT, sendo que o por nós utilizado para a 

análise dos fármacos foi o funcional B3LYP (Becke-style3 – com correlação funcional de Lee-
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Yang–Parr), utilizando uma base de cálculos gaussiana chamada 6-31G**. Em geral, os 

funcionais constroem o funcional da densidade, a partir da função de onda, via funções de 

Green. A aproximação para muitos corpos (no caso de aminoácidos, por exemplo) é feita 

com o teorema de Hohenberg-Kohn, que é conhecido como o coração dos funcionais da DFT 

moderna. 

 O método funcional que utilizamos neste trabalho, o B3LYP, é um método funcional 

híbrido. Os métodos híbridos definem o funcional de troca como uma combinação linear de 

aplicações de métodos Hartree-Fock local, e gradientes de correção são empregados para 

os termos de correlação. Os métodos híbridos mais empregados atualmente utilizam três 

parâmetros funcionais de Becke, o que é o caso do B3LYP. O funcional híbrido Beck-style 

provou ser muito superior aos funcionais tradicionais, e isto foi comprovado através da 

comparação com diversos experimentos simples, onde o método B3LYP simulou com 

precisão os resultados obtidos. Para um estudo mais aprofundado do B3LYP, introduzimos 

aqui um pouco sobre os métodos híbridos, começando um pouco antes do surgimento 

destes funcionais, com o estudo da aproximação de densidade local (LDA) e da aproximação 

da densidade local de spin (LSDA). 

 Na LDA, Hohenberg e Kohn mostraram que se ρ varia muito lentamente com a 

posição, então a energia é exatamente determinada por: 

௑஼ܧ
௅஽஺ሾߩሿ ൌ න  ݎሻ݀ߩ௑஼ሺߝሻݎሺߩ

onde a integral é calculada em todo o espaço, com dr representando dx, dy e dz, e εxc(ρ) é a 

energia de correlação por elétron em um gás de elétrons homogêneo de densidade ρ. 
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 No LDSA, temos melhores resultados do que os obtidos com o LDA para os estudos 

de moléculas de camada aberta ou de geometrias moleculares próximas à dissociação. 

Considerando que no LDA, elétrons com spins opostos emparelhados entre si têm o mesmo 

orbital espacial KS (orbital de Kohn e Sham), o LSDA pode ser considerado um análogo ao 

método UHF (Unrestricted Hartree-Fock) (Levine, 2003), que permite diferentes orbitais 

espaciais de Hartree-Fock para elétrons com spins diferentes. Os teoremas de Hohenberg, 

Kohn e Sham não requerem o uso de diferentes orbitais para elétrons com spins diferentes, a 

menos que um campo magnético externo esteja presente. Se o funcional Exc[ρ] fosse 

exatamente conhecido, não haveria porque resolver o problema desta maneira, porém com 

um funcional Exc aproximado, como o utilizado nos cálculos KS DFT, é vantajoso permitir que 

elétrons de diferentes orbitais possam ter spins diferentes, a fim de que haja uma melhora 

nas propriedades calculadas em moléculas de camada aberta ou com geometrias próximas 

da dissociação. 

 O LDA e o LSDA estão baseados no modelo de gás de elétrons uniforme, que é 

apropriado para um sistema onde ρ varia lentamente com a posição. O integrando na 

expressão do LDA para Exc é uma função que depende apenas de ρ e na LSDA é uma 

função de ρ α e ρ β. Funcionais que vão além da precisão do LSDA para corrigir este 

funcional quanto à variação da densidade de elétrons com a posição foram criados. Estes 

funcionais fazem isto incluindo os gradientes de ρα e ρβ no integrando, da seguinte maneira: 

௑஼ܧ
ீீ஺ൣߩఈ, ఉ൧ߩ ൌ න ݂ ቀߩఈሺݎሻ, ,ሻݎఉሺߩ ,ሻݎఈሺߩ׏ ሻቁݎఉሺߩ׏  ݎ݀

onde f é alguma função das densidades de spin e seus gradientes. O índice GGA representa 

a aproximação de gradiente generalizado. O termo funcional de gradiente de correção é 
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então empregado para denominar este método. O termo da energia de troca e correlação Exc 

é normalmente separado em dois termos: 

௑஼ܧ
ீீ஺ ൌ ௑ܧ

ீீ஺ ൅ ஼ܧ
ீீ஺ 

Onde são desenvolvidas aproximações de trocas de gradientes de correção e correlações 

funcionais de energias. Para isto são empregadas considerações teóricas, como o conhecido 

comportamento dos verdadeiros funcionais Ex e Ec em várias situações. Estes funcionais são 

usados como um guia, em muitos casos com uma dose de empirismo, o que gera algumas 

críticas com relação à teoria DFT (alguns pesquisadores não aceitam a idéia de que a DFT 

seja uma teoria ab-initio).  

 Alguns funcionais de troca Ex de gradiente de correção comumente usados são, o 

funcional de Perdew e Wang de 1986, que não contém nenhum parâmetro empírico, 

denominados de PW86, também o funcional de Becke de 1988, chamado de B88, Becke 88, 

ou simplemente B e o funcional de troca PWx91 de Perdew e Wang, desenvolvido em 1991. 

A forma explicita do funcional de troca B88 é dada pela equação a seguir, onde b é um 

parâmetro empírico que possui um valor igual a 0.0042 unidades atômicas, parâmetro este 

determinado pelo conhecido ajuste gráfico das energias de troca de Hartree-Fock para 

diversos átomos. 
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É importante salientar que os funcionais PWx86, que não apresentam parâmetros empíricos, 

e os B88 trabalham igualmente bem, predizendo propriedades moleculares.  

Um fator importante é que qualquer funcional de troca pode ser combinado com 

qualquer correlação funcional. Por exemplo, a notação BLYP/6-31G* denota o calculo feito 

com o funcional Becke 1988, com as correlações funcionais de Lee-Yang-Parr e com os 

orbitais de KS se expandindo em uma base de funções gaussianas 6-31G*. Estes funcionais 

híbridos são, hoje em dia, extensamente usados. Um funcional do tipo híbrido mistura a 

equação geral para Ex: 
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1
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௡

௝ୀଵ

௡
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com as equações para os gradientes de correção Ex e Ec. Por exemplo, o popular funcional 

híbrido B3LYP, onde o número 3 indica três parâmetros funcionais de Becke, é definido por: 

௑஼ܧ
஻ଷ௅௒௉ ൌ ሺ1 െ ܽ଴ െ ܽ௫ሻܧ௑

௅ௌ஽஺ ൅ ܽ଴ܧ௑
௘௫௔௧௔ ൅ ܽ௑ܧ௑

஻଼଼ ൅ ሺ1 െ ܽ௖ሻܧ௑
௏ௐே ൅ ܽ஼ܧ஼

௅௒௉ 

onde Ex
exata é dado pela equação geral para Ex descrita acima, e onde os parâmetros a0, ax e 

ac foram escolhidos por ajuste de gráficos criados com dados experimentais de energias 

moleculares. Um maior detalhamento sobre estes métodos é apresentado no artigo de Becke 

de 1997 e também no livro de Química Quântica de Levine de 2003. 

A escolha da base: 
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 Muitos métodos de mecânica quântica molecular começam o cálculo com a escolha 

das funções de base χr, que serão utilizadas na descrição dos orbitais moleculares (Levine, 

2003; Foresman, 1998). Uso de bases adequadas é um requerimento essencial para o 

sucesso dos cálculos.  Os cálculos mais rápidos de integrais moleculares utilizam funções do 

tipo gaussianas (GTFs) para os orbitais atômicos na função de onda. A função que utilizamos 

nos cálculos foi a 6-31G**, também conhecida como 6-31G(d,p), que apresenta bons 

resultados desde o elemento químico Hidrogênio (H) até o Zinco (Zn). Este modelo 

compreende uma base de funções polarizadas com seis integrais gaussianas em 

coordenadas cartesianas do orbital d (exceto para o Li e o Ca que são do orbital f, e para o H 

e He que são do orbital p). Os expoentes dos orbitais nestas polarizações são funções 

otimizadas a partir de valores calculados para pequenas moléculas com propriedades muito 

conhecidas, como a água, por exemplo. 

 

3.2.3 – CAR-PARRINELLO MOLECULAR DYNAMICS (CPMD): 

 A dinâmica molecular de Carr-Parrinello é um método de dinâmica molecular quântica 

ab-initio que usa pseudopotenciais e fuções de base que são ondas planas. Baseado no 

método DFT, este método foi proposto por Roberto Car e Michele Parrinello em 1985 e tem 

sido muito utilizado para o cálculo de propriedades químicas de materiais e de sistemas 

biológicos. A teoria proposta por Car e Parrinello introduz explicitamente os graus de 

liberdade eletrônicos como variáveis dinâmicas na Lagrangeana que descreve o sistema: 

ࣦ ൌ
1
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onde a função de onda ψ obedece a condição de ortogonalidade: 

න ௜߰ ࢘݀
,࢘ሺכ ,࢘ሻ߰௝ሺݐ ሻݐ ൌ  ௜௝ߜ

Isto leva a uma equação de movimento que descreve tanto os íons (núcleos) como os 

elétrons. Este modelo é diferente do modelo da dinâmica molecular de Born-Oppenheimer, 

onde os graus de liberdade dos núcleos são propagados usando forças iônicas que são 

calculadas em cada interação através da solução do problema eletrônico com métodos 

convencionais de diagonalização da matriz densidade. 

 A principal diferença entre estes métodos durante o cálculo é que a minimização 

explicita da função que descreve a camada eletrônica que é feita a cada passo na MD de 

Born-Oppenheimer não é necessária na CPMD. Neste método, após uma minimização inicial 

da fução dos elétrons, uma dinâmica fictícia dos elétrons os mantém em seu estado 

fundamental correspondente a cada nova configuração dos núcleos durante a dinâmica, 

garantindo um acurado valor para as forças iônicas.  

 

3.2.4 – MÉTODOS HÍBRIDOS DE DINÂMICA MOLECULAR (QM/MM): 

Os métodos de dinâmica puramente quântica, como o método CPMD ou o B3LYP são 

muito poderosos, porém muito caros computacionalmente. Por outro lado os métodos de 

mecânica molecular (métodos clássicos) são bastante rápidos, entretanto apresentam uma 

série de limitações, como descritas anteriormente neste trabalho. Para tentar resolver este 

problema foram criados os métodos híbridos de mecânica quântica (QM) e mecânica 

clássica (MM). A QM resolve a parte onde precisamos de maiores detalhes e a parte clássica 

ficaria responsável pelo restante do sistema. A maior vantagem dos métodos híbridos seria a 
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sua velocidade aliada a uma boa qualidade, além é claro de ampliar a gama de estudos 

possíveis, por exemplo, permitindo o estudo de reações químicas. 

A combinação que utilizamos neste trabalho envolve o software GROMACS, utilizado 

para dinâmica molecular clássica, e o CPMD, software desenvolvido para dinâmica molecular 

quântica no qual podemos utilizar o método de Car-Parrinello ou de Born-Oppenheimer. 

Nesta combinação, o GROMACS controla todo o processo da dinâmica, apenas utilizando o 

CPMD para calcular a energia potencial da região a ser tratada com método quântico. Com 

esta energia o GROMACS calcula a nova posição de todos os átomos do sistema e os 

desloca para então seguir a um novo passo onde irá calcular novamente as energias. 

 

3.3 – PROTOCOLOS E PARÂMETROS PARA OS CÁLCULOS DE DINÂMICA MOLECULAR: 

 Devido à enorme quantidade de cálculos de modelagem e dinâmica molecular que 

foram necessários para a realização deste trabalho, não apresentaremos os arquivos com 

toda a lista de parâmetros utilizados para todos os cálculos. Os parâmetros principais, bem 

como as principais alterações, são discutidos no decorrer da apresentação dos resultados no 

próximo capítulo. Um exemplo de arquivo de parâmetros do GROMACS e um do NAMD são 

apresentados em anexo no final deste trabalho (Anexo 7.13). 
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4 – RESULTADOS E DISCUSSÕES:  

Neste trabalho abordamos diversas formas de estudar o efeito anestésico através de 

métodos computacionais de modelagem molecular. Nos próximos capítulos discutiremos 

estes cálculos de forma separada a fim de facilitar a compreensão de cada uma das 

abordagens. 

4.1 – PARAMETRIZAÇÃO DOS CAMPOS DE FORÇAS E ESTUDOS COM ANESTÉSICOS LOCAIS EM 

SOLVENTE AQUOSO: 

 Cada vez mais freqüentes na literatura, estudos de fármacos em interação com 

sistemas aquosos ou interfaces biológicas têm sido aplicados nas mais vastas áreas, desde 

o estudo de possíveis tratamentos para as mais diversas patologias, até mesmo na criação 

de armas químicas. A interação entre anestésicos locais (LA – do inglês: Local Anesthetics) e 

sistemas-modelo de membrana é uma destas áreas de interesse. Aplicações destes modelos 

podem ser feitas em estudos de toxicologia, na criação de novos fármacos e até mesmo em 

testes de comportamento do fármaco em escala atômico-molecular. Neste capítulo, 

propomos um estudo da interação de LA com diferentes meios, tendo como objetivo 

compreender o comportamento destas pequenas moléculas próximas da membrana celular. 

Para tal faremos analises de três anestésicos: Procaína (PRC), Tetracaína (TTC) e Lidocaína 

(LDC), escolhidos devido a algumas peculiaridades de cada um que serão discutidas 

adiante. Este trabalho foi dividido em duas partes que foram publicadas no International 

Journal of Quantum Chemistry em 2006 e 2007 (anexo 7.1 e 7.2). 

Os LAs bloqueiam reversivelmente a condução do impulso nervoso, entre eles, 

aqueles envolvidos com estímulos nociceptivos. Esta atuação paralisa as terminações 

nervosas sensitivas periféricas, ou ainda a transmissão da sensibilidade à dor entre 
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terminações (nociceptores) e o encéfalo. Para tal, estes pequenos fármacos (Figura 20) 

apresentam-se geralmente em duas formas: uma neutra e outra catiônica. A forma catiônica 

da molécula é devida à inserção de um Hidrogênio no grupo amino. Isto ocorre devido ao 

fato do pKa dos LAs geralmente variar entorno de 7,5 e 9,0. Logo, em meio fisiológico, onde 

o pH é aproximadamente neutro, teremos tanto moléculas neutras como carregadas, estando 

estas últimas geralmente em maior proporção.  

 

Figura 20: Fórmula química dos anestésicos locais: Tetracaína (TTC), Procaína (PRC) e 
Lidocaína (LDC). 
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Para complementar a análise experimental e os dados de simulação disponíveis na 

literatura, executamos simulações computacionais para caracterizar a interação desses fármacos 

com biomembranas. Para tal, o estudo começou com a obtenção de dados estruturais das 

moléculas de LA, como carga líquida de cada átomo e geometria das moléculas de TTC, 

PRC e LDC, de modo a podermos parametrizar os campos de forças clássicos para estes 

fármacos. Estes campos de forças já estão contidos em softwares de Dinâmica Molecular 

(MD – Molecular Dynamics), como o GROMACS (Groningen Machine for Chemical 

Simulations) (Lindahl, et al., 2001), que utilizamos neste trabalho. 

Os dados de geometria e carga da molécula foram calculados utilizando três métodos 

de forma consecutiva, para aliviar o tempo de cálculo dos computadores. O primeiro método 

utilizado, e menos preciso foi o método clássico de mecânica molecular (MM – molecular 

mechanics), que nos dá valores de geometria que são usados como dados de entrada num 

cálculo mais complexo que foi realizado em seguida: o semi-empírico PM3 (Parameterized 

Model 3). O cálculo da geometria através deste método já nos apresenta valores próximos 

aos experimentais para pequenas moléculas orgânicas como a nossa. Porém, como 

precisamos de valores mais confiáveis, utilizamos a geometria fornecida pelo método PM3 

como entrada para o cálculo B3LYP (Becke 3 – parameter: Lee – Yang – Parr), com a base 

6-31G** (Becke, 1993; Becke, 1988). 

O método quântico B3LYP é baseado na teoria do funcional da densidade DFT 

(Density Functional Theory), uma das mais poderosas ferramentas de cálculo de 

propriedades atômicas e moleculares. Os resultados obtidos com estes cálculos nos 

fornecem valores razoáveis para a geometria da molécula e para a carga de cada átomo, 

além é claro de muitas outras propriedades físico-químicas que se queiram calcular. Então, 
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com os valores de carga atômica e geometria, parametrizamos o campo de forças 

GROMOS, possibilitando as análises da dinâmica clássica destas moléculas. 

O estudo de dinâmica molecular aplicado a fármacos é um problema que deve ser 

tratado de forma diferente da maioria dos demais estudos de MD. Ao trabalharmos com 

estas moléculas temos que tomar cuidado com o fato de que fármacos geralmente 

apresentarem algumas peculiaridades, como grande flexibilidade estrutural, superfícies 

eletrostáticas com alta polaridade ou mesmo com polaridade que varia muito de acordo com 

o meio, que podem incluir grupos aromáticos. Outro problema é que softwares livres para 

MD, como o GROMACS ou NAMD, são parametrizados para o estudo de macromoléculas 

biológicas, como proteínas e DNA, não trazendo em seu banco de dados os parâmetros 

necessários para descrever estruturas diversificadas como fármacos.  

Com este problema inicial, ao invés de nos dedicarmos à análise direta da MD, 

tivemos de estabelecer e aplicar protocolos para obtenção de parâmetros para o campo de 

forças as nossas necessidades. O que devíamos obter, para uma análise razoável, seriam 

pelo menos os valores das cargas de cada um dos átomos, além da geometria da molécula 

com o máximo de precisão. Isto já bastaria para a parametrização de um campo de forças do 

tipo do GROMOS que utilizamos em nossos estudos iniciais. O ideal seria ainda calcularmos 

os potenciais harmônicos de vibração da molécula, ou seja, as constantes de Hooke para a 

interação entre cada um dos átomos, em todos os possíveis movimentos vibracionais da 

molécula. Mas um cálculo preciso destes exigiria um tempo de cálculo proibitivo para a nossa 

realidade. Então, entre baixar a precisão do cálculo dos potenciais harmônicos de vibração, o 

que ainda levaria muito tempo, e utilizar os valores já parametrizados do GROMACS para 

aminoácidos, optamos pela segunda opção, já que a estrutura de alguns aminoácidos 

apresenta grupos semelhantes ao de um LA. 
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 Como discutimos, obter estes parâmetros envolve uma seqüência de cálculos um 

tanto exaustiva. Métodos complexos como o DFT, se aplicados a moléculas com uma 

geometria muito distante da ideal, podem levar a tempos de cálculo proibitivos. O que se faz 

então é tentar obter parâmetros mais adequados para usar como início nos cálculos DFT, 

usando, por exemplo, métodos semi-empíricos ou mesmo minimizações com potenciais 

clássicos. Para os LAs, partimos da suas fórmulas químicas e utilizando um software que nos 

permitia a construção de uma estrutura tridimensional, obtivemos uma primeira aproximação 

da geometria de cada um destes fármacos (Figura 21). O mesmo software faz a minimização 

da energia potencial das moléculas através de diversos métodos. Então, utilizando o método 

clássico MM fizemos uma otimização para a geometria dos LAs. 

 O Ghemical, utilizado para esta primeira parte dos cálculos, nos fornece um arquivo 

de saída com aproximações para a geometria dos fármacos em coordenadas cartesianas e a 

partir destas podemos construir inputs para softwares que realizam operações mais 

complexas. A partir destes dados, calculamos novamente a geometria dos LAs utilizando 

para isto o pacote Gaussian 2003, que consiste em uma das mais poderosas ferramentas de 

cálculo quântico. Este software, além de apresentar bastante credibilidade em seus 

resultados, é de fácil operação e apresenta saídas de dados bastante detalhadas e por isso 

foi por nós escolhido como a melhor opção para o problema que estávamos tratando. 

 Após a otimização de geometria pelo método semi-empírico PM3 com o programa 

Gaussian 2003, otimizamos a estrutura com o funcional B3LYP e a base 6-31G**. Notamos 

que o B3LYP convergiu de forma direta para o mínimo, isto ocorre principalmente devido às 

minimizações que prévias. 
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Figura 21: Captura da tela do software livre Ghemical, utilizado para construir o input dos 

anestésicos locais e também para realizar os cálculos utilizando a teoria de modelagem 
molecular clássica. Na imagem vemos a tetracaína em sua forma neutra. 

 

 Analisando os valores das cargas calculados no cálculo DFT com o método chelpG 

(Breneman, et al., 1990), vemos que ocorreram apenas pequenas mudanças quando há 

protonação dos LAs (Tabela 1). A única alteração relevante ocorre na variação da carga do 

átomo de nitrogênio do grupo amina, que é alterada de aproximadamente -0.5e na forma 

neutra para um valor levemente positivo na molécula protonada. No restante da molécula as 

cargas são redistriuídas pelos átomos, porém com pequenas variações, para resultar na 

carga total zero ou um, conforme o caso. Uma variação um pouco maior na carga também 

pode ser notada nos carbonos que são primeiros vizinhos do átomo de nitrogênio da amina. 

Uma análise importante a ser feita é quanto aos deslocamentos das cargas atômicas. Outro 

grande deslocamento de cargas que vemos está no nitrogênio do centro lipofílico, que tem 

uma grande carga negativa em todos os LA, tanto carregados como neutros. O 

deslocamento de cargas através do anel aromático da TTC é observado neste caso, a forte 

polarização observada na carbonila provavelmente expulsa elétrons para o nitrogênio do 

outro lado do anel aromático. Na lidocaína a carga parcial obtida pelo átomo de nitrogênio já 

não é tão expressiva. 
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Tabela 1: Cargas parciais obtidas pelo método chelpG. Os valores das cargas dos grupos CHn 

foram agrupados sobre o Carbono. A nomenclatura dos átomos é a mesma da Figura 20. 

Lidocaína Procaína Tetracaína 

Átomo Neutro Carregado Átomo Neutro Carregado Átomo Neutro Carregado 

C01 -0.05369   -0.01633   C01 0.61308   0.62726   C01 0.70798   0.65843   
H02 0.09310 0.10836   C02 -0.12325   -0.18465   C02 -0.20597   -0.20534   
C03 -0.19779 -0.20442 C03 -0.03140   0.01172   C03 0.02076   0.01830   
H04 0.11432 0.13431   H04 0.08729   0.10250   H04 0.08706   0.09935   
C05 -0.24713 -0.22260 C05 -0.02817   -0.00240   C05 0.01118   -0.02105   
H06 0.12660 0.13561   H06 0.08954   0.10098   H06 0.07277   0.08243   
C07 0.09496 0.10246 C07 -0.26354   -0.32003   C07 -0.32759   -0.31150   
C08 0.01305 0.03003   H08 0.13121   0.14862   H08 0.13001   0.14134   
C09 0.11980 0.14153   C09 -0.27351   -0.31234   C09 -0.27783   -0.25057   
C10 -0.00671 -0.00295   H10 0.13052   0.14785   H10 0.11608   0.11994   
C11 0.08880 0.03614   C11 0.41852   0.60134   C11 0.46540   0.45804   
N12 -0.52452 -0.44375   N12 -0.80944   -0.96888   N12 -0.68330 -0.62812   
C13 0.27920 0.32197   H13 0.34805   0.43570   H13 0.32500   0.32542   
C14 0.63810 0.61246   H14 0.34948   0.43487   O14 -0.53851   -0.52671   
O15 -0.49268 -0.49500   O15 -0.48758   -0.54590   O15 -0.47951   -0.42920   
C16 0.07473 -0.04148   O16 -0.43826   -0.38714   C16 0.30522   0.31663   
N17 -0.55193 0.11573   C17 0.27982   0.31092   C17 0.20775   0.13781   
C18 0.31021 0.21290   C18 0.19912   0.07557   N18 -0.46019   0.03401   
C19 0.24307 0.33390   N19 -0.58265   0.01993   C19 0.12843   0.19885   
C20 -0.07431 -0.00114   C20 0.26993   0.14408   C20 0.12843   0.20681   
C21 -0.04718 0.02100   C21 0.25549   0.18299   C21 0.25615   0.25163   
H22  0.12127   C22 -0.05620   0.04460   C22 -0.01882   0.00228   
   C23 -0.07805   0.03387   C23 0.06705   0.05802   
   H24  0.29854   C24 -0.03748   -0.01955   
      H25  0.28275   

 

 A análise da geometria nos leva primeiramente a um estudo de um princípio básico, o 

anel aromático junto com seus átomos de hidrogênio e primeiros vizinhos deve ser plano, e 

isto pode ser verificado em todos os LAs calculados. Outra análise importante é quanto ao 

diedro do tipo piramidal formado no nitrogênio do centro hidrofílico, este diedro deve ter um 

ângulo de aproximadamente 35º, seguindo o padrão adotado para este tipo de estrutura, 

sendo que o valor obtido no cálculo da estrutura da TTC protonada, por exemplo, foi de 

33.193º. Esta propriedade, de ângulos diedrais, é uma das poucas diferenças notáveis na 

geometria entre o método semi-empírico e o DFT. No semi-empírico, a planaridade dos anéis 

força a estrutura tridimensional do grupo amina de maneira bastante irregular. 
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 Algumas distâncias de ligações químicas também diferem de uma molécula para a 

outra, principalmente na região do átomo de hidrogênio que ioniza os LAs. As ligações entre 

os átomos de carbono e o de nitrogênio da amina são maiores na molécula protonada em 

relação à molécula neutra. Todas estas transformações da geometria são devido às 

transferências de cargas, que ocorrem quando protonamos a molécula. O deslocamento das 

cargas provoca algumas ressonâncias nas ligações atômicas, provocando um distúrbio em 

sua configuração geométrica neutra. 

 

Cálculos de Dinâmica Molecular: 

 Iniciando os cálculos de MD construímos a topologia dos LA, que consiste na 

construção de um arquivo onde escrevemos todas as ligações diretas entre átomos vizinhos, 

todos os ângulos entre três átomos, a carga de cada átomo, os possíveis diedros próprios e 

impróprios, colocando para cada um sua devida constante. Também é necessário escolher 

os parâmetros de van der Waals a serem utilizados, porém uma extensa biblioteca de 

valores já está disponível na maioria dos campos de forças. 

Com a topologia escrita, criamos uma caixa d’água cúbica, em condições periódicas 

de contorno, utilizando o modelo padrão já existente nas bibliotecas do GROMACS. No 

centro da caixa foi fixada uma molécula de LA, cercada de aproximadamente 3000 moléculas 

de água que seguiam o modelo SPC, como na Figura 22. Foram empregados os raios de 

corte de 14.0 nm para o tratamento eletrostático e de Lennard-Jones. Realizando então uma 

dinâmica curta de teste, à temperatura de 300k, reparamos que a geometria média na 

dinâmica se manteve aproximadamente estável, não diferindo significantemente do modelo 

montado na entrada com a topologia. 
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Figura 22: Ilustração do anestésico local benzocaína em uma caixa d'água usada nas 
simulações por dinâmica molecular. 

 

Realizando então a dinâmica na água por um tempo de 5.0 ns, obtivemos dados para 

uma análise da função de distribuição radial (RDF), também conhecida como função g(r), dos 

LAs em relação às moléculas de água, para verificar as capas de hidratação dos diferente 

sgrupos químicos dos anestésicos. Inicialmente construímos as RDF para cada uma dos 

átomos de cada uma das três moléculas de LA em relação às moléculas de água, porém 

vimos que apenas algumas das regiões dos anestésicos eram para nós de real interesse. 

Para definirmos o que era ou não de nosso interesse, tomamos por base principalmente as 

diferenças entre a forma protonada e neutra. 

Ao analisarmos a g(r) para o átomo de hidrogênio que protona a amina (Figura 20), 

vemos que é nítida a presença de capas de hidratação ao seu redor Figura 23. Nota-se que 

os anestésicos do grupo amino-éster (PRC e TTC) apresentam uma função de distribuição 

similar com um primeiro pico a uma distância de aproximadamente 0.19 nm, sugerindo então 

a formação de ligações de hidrogênio entre estes átomos de hidrogênio e de oxigênio das 
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moléculas de água. Na TTC também notamos que a segunda e a terceira camada de 

hidratação estão localizadas um pouco mais próximas do que nos demais LAs o que pode 

representar uma região mais atrativa, provavelmente porque a TTC é uma dimetilamina 

enquanto os demais LAs estudados são dietilaminas. 

 

Figura 23: Gráfico da RDF do átomo de hidrogênio que protona os LAs (TTC em preto, PRC em 

vermelho e LDC em verde) em relação a átomos de oxigênio da água. Em primeiro plano uma 

visão ampliada da região da primeira capa de hidratação e no detalhe uma visão geral da 
função g(r). 

 

Para a LDC, uma amino-amida, o primeiro pico representa uma capa muito menos 

intensa e localizada a uma distância maior do que nos demais LAs, demonstrando então um 

leve caráter hidrofóbico nesta região. Nesta molécula, a curta distância entre o grupamento 

amina e o oxigênio da carboxila, provavelmente acaba deixando o átomo de hidrogênio 

pouco carregado, reduzindo então a sua atração ao átomo de oxigênio da água. 
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Figura 24: Gráfico da RDF do átomo de oxigênio da carbonila em relação aos de hidrogênio 

das moléculas d’água. Em vermelho temos as moléculas protonadas e em preto as neutras. 

 

A RDF para o oxigênio da carboxila (átomo 14 para TTC, 15 para PRC e LDC de 

acordo com a Figura 20) é dependente do estado de carga destes LAs. Na forma neutra os 

amino-ésters apresentam um caráter hidrofílico o que é visto por um pico muito forte entorno 

de 0.175 nm (Figura 24). O primeiro pico para a LDC (amino-amida) está localizado a 

aproximadamente à mesma distância, porém com uma intensidade significativamente menor 

que o valor observado nos demais anestésicos. Isto também deve estar relacionado à 

proximidade entre esta porção da molécula e o terminal amina, além de que na LDC existe 

um nitrogênio entre a carbonila e o anel aromático, o que pode provocar um pequeno 

deslocamento de cargas na região, reduzindo a atração entre o átomo de oxigênio do LA e 

as moléculas de água. 
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 Ao protonarmos os LAs, vemos que a TTC e a LDC tornam-se mais hidrofílicas, porém 

na PRC o efeito é contrário, e a molécula torna-se um pouco menos hidrofílica. Isto deve 

ocorrer, pois aparentemente uma ponte de hidrogênio intramolecular pode surgir aqui, 

fazendo com que o átomo de oxigênio fique parte do tempo “ligado” ao de hidrogênio que 

ioniza o terminal amina. Entretanto, isto é uma especulação uma vez que este é o tipo de 

reação que somente podemos simular em um cálculo que considere os elétrons 

independentes, como um cálculo quântico. 

 Estes resultados demonstram um caráter não homogêneo dos anestésicos locais com 

relação à afinidade à água. Cada um dos anestésicos tende a se comportar de uma maneira 

um pouco diferente. Estas análises são muito relevantes para o estudo de anestésicos locais 

em membranas lipídicas uma vez que as regiões hidrofóbicas são lipofílicas e assim toda 

esta porção dos LAs tende a penetrar na membrana.  

 Podemos supor a partir destas simulações que devido à aparente afinidade pela água 

do átomo de hidrogênio que ioniza a amina e aos próprios terminais CH3, que a forma 

protonada da TTC deve ser a que terá maior dificuldade para permear a membrana, seguida 

pela PRC e pela LDC. Sabemos também, a partir de resultados experimentais, que a LDC 

tem um efeito mais fraco e mais rápido, seguida pela PRC e pela TTC, que é a com maior 

poder anestésico entre os LAs aqui estudados. Aparentemente a forma neutra destas 

moléculas é capaz de penetrar a membrana, e como é muito hidrofóbica a LDC deve ser 

também bastante lipossolúvel o que poderia atribuir-lhe um efeito mais curto do que as 

demais. Porém ainda é cedo para especular algo mais do que isso. Alguns detalhes a mais 

são apresentados em anexo nos artigos que publicamos que se referem ao estudo de 

anestésicos locais em solvente aquoso. 
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4.2 – INTERAÇÃO ENTRE ANESTÉSICOS LOCAIS E MEMBRANAS BIOLÓGICAS: 

Estudar os anestésicos locais em uma caixa com água ajuda muito na análise do 

problema em questão, porém não podemos esperar resultados conclusivos por estes 

sistemas, uma vez que a ação anestésica envolve a participação direta ou indireta de 

biomembranas. Sendo assim, seguimos a uma etapa mais complexa, passando da 

simulação de uma molécula em um solvente explicito homogêneo para a dinâmica da mesma 

em um sistema heterogêneo envolvendo água e lipídeos de dipalmitoil-fosfatidil-colina 

(DPPC), como o sistema da Figura 25.  

 Alguns experimentos nos permitem compreender um pouco melhor as propriedades 

macroscópicas dos LAs, porém o conhecimento de como se dá a interação das moléculas 

anestésicas com membranas fosfolipídicas é algo ainda não compreendido. Este é um 

problema que não pode ser totalmente resolvido experimentalmente, pelo menos não com as 

técnicas conhecidas hoje (Fraceto, et al., 2006). 

 Criar o modelo para a membrana é uma tarefa muito complexa, uma vez que são 

diversas propriedades observáveis que devem ser ajustadas. No nosso trabalho utilizamos 

uma membrana já construída pelo grupo do prof. Dr. Peter Tielleman da Universidade de 

Calgary, Canadá. O modelo já estava razoavelmente estável e com a membrana bem 

solvatada em água, deixando basicamente o problema da interação anestésico-membrana a 

ser resolvido. 

Nossos resultados apresentados no capítulo anterior indicam a possibilidade de 

formação de ligações hidrogênio intramoleculares nos LAs, o que observamos para a 

procaína (Figura 26). Este seria um efeito de polarização interna dependente da 

conformação da molécula devido à vizinhança entre o grupo aromático e o ionizável (que é 
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polar), conforme comentado anteriormente. Para explorar esse efeito e verificar a importância 

dessa ligação hidrogênio para a estabilidade conformacional do fármaco e possível 

implicação para a interação com membranas e para o efeito anestésico, teríamos de 

empregar Dinâmica Molecular Quântica ou um campo de forças polarizável, o que não ainda 

era inacessível nessa fase inicial do projeto.  

 

Figura 25: Captura de imagem da dinâmica molecular da LDC protonada na membrana de 
DPPC. Imagem feita com o software VMD (www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) do início do cálculo 

feito com GROMACS. 

 

 Optamos por avançar abordando outro problema, envolvendo outro anestésico local 

de interesse, a benzocaína (BZC). Este LA é o único desta classe de fármacos que em meio 

fisiológico se apresenta apenas na forma neutra, o que coloca em questionamento a 

importância da presença do grupo ionizável na molécula para o efeito anestésico. 

Construímos o campo de forças para a BZC da mesma forma como descrita para os demais 

anestésicos no capítulo anterior. Os valores das cargas parciais deste fármaco estão 

apresentados na Figura 27 e os testes iniciais indicaram que a polaridade deste fármaco 

induz uma anfifilicidade que não é vista nos demais anestésicos locais. 
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Figura 26: Procaína em sua forma neutra (acima) e carregada (abaixo) mostrando a distância 

entre o nitrogênio do terminal amina e o oxigênio da carbonila. Note que na forma protonada a 

distância equivale a uma ligação de hidrogênio intramolecular. Esta ligação afeta a 

distribuição de cargas do fármaco, como mostrado na Tabela 1. 

 

Figura 27: Anestésicos locais utilizados nos cálculos de interação com a membrana de DPPC. 

As cargas parciais da BZC são apresentadas aqui uma vez que não estavam contidas na 

Tabela 1. Os átomos destacados com triângulos em vermelho e preto são os átomos de 
referência que utilizaremos nas análises futuras em biomembranas. 



Rafael C. Bernardi  92 

Com a topologia construída e devidamente testada, colocamos os LAs em uma 

cavidade na água em uma região próxima à bicamada de DPPC, constituída de 32 lipídeos 

em cada lado. Foram empregadas cerca de 3800 moléculas de água, em um banho térmico 

de Nosé-Hoover (320 K) e com acoplamento de pressão de Parrinello-Rahman. O tratamento 

eletrostático foi feito com o método PME, com raio de corte de 0.9 nm, enquanto as 

interações de van der Waals foram computadas até um raio de corte de 1.0 nm. Assim 

fizemos um cálculo inicial de 2ns apenas para relaxar o sistema e poder desprezar possíveis 

tensões iniciais na dinâmica (Figura 25). Em seguida foram feitos 50 ns de dinâmica do 

sistema membrana-água-anestésico. Uma dinâmica como esta leva alguns dias, cerca de 

três semanas em nosso caso, com os recursos computacionais acessíveis na época da 

realização desta fase do projeto, para cada um dos seis sistemas simulados. Os principais 

resultados foram publicados no Molecular Physics em 2009, trabalho que segue em anexo.  

 Nossos resultados indicaram que a forma carregada dos anestésicos ionizáveis ficam 

retidas na interface membrana-água e a neutra se insere no interior da membrana, conforme 

inferido pelos resultados de solvatação de ambas as formas no capítulo anterior. Observa-se 

na Figura 28 (tomada no final de 50ns de dinâmica) que a forma protonada dos fármacos fica 

na região próxima a superfície da membrana, tendo durante a dinâmica penetrado a 

bicamada apenas com seu domínio lipofílico e nenhuma vez com a região do grupo amina. 

Com relação à forma neutra, observamos que na primeira vez que a molécula se 

aproximou bastante da membrana, se orientou de forma a ter seu lado lipofílico entrando 

primeiro e se inseriu completamente na membrana em seguida (Figura 28). Utilizando 

simulações por dinâmica molecular nós observamos que tanto a forma neutra como a 

carregada dos LAs se aproximam muito rapidamente da membrana. A forma carregada 

atinge a membrana mais rapidamente, isto ocorre principalmente devido as interações 
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 Observamos que as formas neutras se aproximam da membrana orientadas por sua 

região lipofílica e então se inserem completamente. No início a forma neutra assume uma 

posição parecida com a dos lipídios, alinhadas a eles e em seguida entram completamente 

na membrana, ficando livre no interior da região das caudas lipídicas. 

 

Figura 29: Bicamada Lipídica com indicação do eixo z, perpendicular ao plano da interface. 

 

Como já discutido, nossas primeiras simulações de dinâmica molecular somente em 

solução aquosa indicaram que os anestésicos carregados ficariam presos na superfície da 

membrana devido a sua alta anfifilicidade. Nossos resultados apresentados no gráfico da 

Figura 30 mostram que a molécula carregada se aproxima da membrana em menos de 10ns, 

concordando com o que nossos estudos de anfifilicidade indicam. 

A Figura 30 também indica que apesar da BZC ser o único LA que é encontrado 

apenas na forma neutra, este se comporta como a LDC e a TTC carregada, estabilizando na 

interface membrana-água. A BZC então se aproxima da membrana e se estabiliza orientada 

na membrana como um dos lipídios. A Figura 28 ilustra as informações contidas no gráfico 
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da Figura 30, nela vemos a posição que os anestésicos se estabilizam na região da interface. 

Observa-se que a BZC e as formas carregadas da TTC e da LDC se alinham com os lipídios 

de DPPC.  

 

Figura 30: Gráfico representando a posição dos átomos de referência apresentados na Figura 

27. O controle é uma membrana sem a presença de anestésicos onde plotamos a posição 

média dos átomos de fósforo do lipídio. Nos demais gráficos a linha tracejada em azul indica a 

região onde estão os átomos de fósforo. Extraído de (Bernardi, et al., 2009). 

 

O alinhamento destes anestésicos com a membrana, mantendo a região N-terminal 

interagindo com as cabeças das DPPC, remove graus de liberdade rotacionais e 

translacionais destes fármacos e alguma flexibilidade interna. Esta restrição no movimento 

dos LAs aumenta as chances de interação destas moléculas com possíveis sítios de ligação 
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na região de interface de proteínas transmembranares, como os canais iônicos, apontando 

para um papel catalisador da membrana para essa interação. Estas simulações indicam que 

os anestésicos locais em sua forma carregada podem ter um papel fundamental no efeito 

anestésico. Para assegurar que estes resultados estavam se mantendo por um tempo maior 

de simulação, rodamos a dinâmica da TTC em seus dois estados de protonação por 100ns. 

A Figura 31 mostra que durante estes 50ns extras não há alteração na estabilidade do 

fármaco na membrana em relação ao final dos 50ns iniciais. 

 

Figura 31: Gráfico representando a posição dos átomos de referência da tetracaína 

apresentados na Figura 27. Acima vemos a forma protonada da TTC e abaixo a forma neutra. A 

linha tracejada em azul indica a região onde estão os átomos de fósforo. Extraído de (Bernardi, 
et al., 2009). 

 

Nossos resultados não permitem uma análise se supostos rompimentos ou maiores 

perturbações da membrana provocados pelos anestésicos, uma vez que simulamos apenas 

um anestésico local por vez na caixa de simulação. Nosso principal objetivo foi estudar como 
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os anestésicos locais se relacionam com a membrana e comparar isto com os resultados 

obtidos no estudo com os fármacos em uma caixa com água. Uma das principais razões 

para simularmos apenas um fármaco por vez foi a evidencia experimental de que os 

anestésicos podem interagir um com os outros, o que poderia nos levar a uma análise que 

não fosse estatisticamente (Kitagawa, et al., 2004). O estudo de altas concentrações de 

anestésico local em uma caixa com água tem sido alvo de um trabalho conjunto com nossos 

colaboradores da Universidade Estadual de Londrina, trabalho este que foi aceito para 

publicação na Química Nova após algumas pequenas correções e segue em anexo (capítulo 

7.5). 

Um estudo do efeito de altas concentrações de fármaco na bicamada deveria ser feito 

com membranas maiores, onde poderíamos avaliar as perturbações sofridas pela mesma 

além de avaliar o efeito da pressão exercida lateralmente com a penetração dos anestésicos. 

Devido a nossa baixa concentração, efeitos como aumento da área por lipídio durante a 

simulação não foram observados sendo que a área da DPPC permanece aproximadamente 

constante em 0.59 nm² durante toda a simulação, como sugeria o modelo proposto por 

Tieleman. 

Em outra análise nós contamos o número médio de pontes de hidrogênio da TTC com 

lipídeos da DPPC ao longo da dinâmica. Esta análise indica que a forma neutra tem uma 

média de 0.019 ligações de hidrogênio para cada paço de cálculo da dinâmica, enquanto a 

forma carregada tem uma média de 1.219 ligações para cada passo, sendo que todas estas 

ligações ocorrem na região do grupo amina. Estes resultados nos ajudam a mostrar que a 

região amino-terminal segura a forma carregada dos fármacos na interface. 

Analisando a função de distribuição radial das moléculas de TTC em relação aos 

lipídios, vimos que o átomo de fósforo da DPPC se mantém próximo ao átomo de nitrogênio 
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Estes resultados nos ajudam a compreender a interação do anestésico com a 

membrana, mas nos impõem algumas questões. Como explicar o comportamento da 

benzocaína? Ao se manter próximo da interface, os fármacos carregados ajudariam mesmo 

na interação com canais iônicos? A primeira destas questões nós ajudamos a responder com 

uma análise do perfil de energia livre de partição na membrana deste fármaco. Também 

estudamos com métodos híbridos QM/MM se o nosso resultado exibido aqui não é um mero 

artefato do método utilizado. 

 

4.3 – PERMEABILIDADE EM MEMBRANA: 

 Como discutido no capítulo de introdução, o transporte de moléculas através da 

membrana celular é muito importante para diversos processos biológicos. Muitos hormônios, 

pequenos peptídeos e outras classes de moléculas e fármacos cruzam a membrana celular 

sem a ajuda de uma proteína que assiste este processo. A difusão destas moléculas é um 

processo complexo, uma vez que a membrana celular é uma grande barreira. Uma visão da 

mecânica estatística sobre o problema é que uma molécula que pretende penetrar na célula, 

precisa mudar sua energia livre de partição na interface água-lipídio, utilizando, ou não, para 

isto a ajuda de outras substâncias. Consequentemente existe a necessidade de que estas 

moléculas mudem algumas propriedades estruturais da bicamada lipídica. 

 A membrana é um grande obstáculo para as moléculas devido ao seu caráter 

hidrofóbico na região central (caudas lipídicas) e hidrofílico na região da interface (cabeças 

polares dos fosfolipídios). Estas características tornam a interface membrana-água um 

ambiente extraordinário para moléculas anfifílicas, como alcoóis e alguns fármacos, como os 

anestésicos locais. Como vimos, a porção hidrofóbica destes fármacos interagem com as 
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caudas lipídicas, enquanto a porção hidrofílica interage com os grupos polares da região da 

cabeça lipídica (Dickey, et al., 2007) (Pedersen, et al., 2007) (Aagaard, et al., 2006). Estas 

interações levam a um alinhamento destas pequenas moléculas junto aos lipídios, 

perpendicularmente ao plano da membrana. Talvez por este motivo existam muitos estudos 

da interação destas moléculas com a membrana, entretanto nenhum utilizando modelagem 

molecular com uma ferramenta de mecânica estatística. 

 Nesta parte do trabalho nós escolhemos a molécula de etanol como teste, uma vez 

que esta é bem conhecida por mudar a permeabilidade da membrana a outros fármacos, 

assim como sua própria permeabilidade. Para compreender como este processo ocorre, nós 

utilizamos o método ABF (Adaptative Biasing Force) que pode nos fornecer o perfil de 

energia livre do etanol penetrando a membrana em diferentes concentrações.  

 O sistema álcool-membrana é ótimo para o estudo principalmente devido à enorme 

quantidade de resultados experimentais que podem nos ajudar a compreender o fenômeno 

que queremos observar (Leonenko, et al., 2004) (Bako, et al., 2008). Além disso, o etanol é 

uma molécula muito pequena, o que facilita muito o uso do método ABF, mas que nos ajuda 

a compreender o processo mesmo para moléculas maiores que possuam as mesmas 

características.  

 Os estudos na literatura indicam que há um aumento na pressão lateral da membrana 

provocado pelas moléculas de álcool. Eles mostram que o aumento da concentração de 

álcool reduz a tensão de superfície e afeta a pressão lateral tanto na região das cabeças 

como nas caudas lipídicas (Frischknecht, et al., 2006) (Terama, et al., 2008). Também foi 

sugerido que as mudanças na pressão através da membrana poderiam induzir mudanças 

nas proteínas de membrana, como os canais iônicos (Terama, et al., 2008) (Cantor, 1997). 

Além disso, devido a uma concentração de 3.0M de etanol, um aumento de cerca de 30% na 
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área por lipídio é observado, tanto experimentalmente quanto com simulações 

computacionais (Dickey, et al., {2005}) (Ly, et al., 2004) (Leonenko, et al., 2004). 

 As mudanças provocadas na membrana pelo etanol podem explicar o uso desta 

molécula como um veículo para aplicação de fármacos. Para testar o que ocorre com o perfil 

de energia livre de um fármaco em duas concentrações diferentes de etanol, nós utilizamos a 

Benzocaína como fármaco para teste. Resultados experimentais utilizando pele de porco e 

anestésicos locais mostram que o etanol é capaz de aumentar o fluxo destes fármacos 

através da membrana. 

 Nosso trabalho tem como objetivo combinar dados termodinâmicos e estruturais, que 

devem nos ajudar a compreender a relação entre a membrana e o soluto anfifílico. Na 

literatura podemos encontrar análises da mudança da energia livre de partição de solutos 

homólogos, mas não conhecemos nenhum trabalho que tenha mostrado o perfil de energia 

livre nem dos anestésicos locais nem de qualquer álcool. Nesta parte do trabalho nós 

realizamos cálculos de dinâmica molecular da interação do sistema etanol-membrana, 

também benzocaína-membrana além de benzocaína-etanol-membrana. A membrana que 

utilizamos foi a SOPC (1-stearoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine), e o método utilizado para a 

obtenção do perfil de energia livre foi o método ABF (Adaptative Biasing Force). Nossas 

simulações foram realizadas com o campo de forças CHARMM27 implementado no software 

NAMD. Mais detalhes sobre estes cálculos são encontrados em anexo. 

Cálculos utilizando o método ABF: 

 Utilizando métodos de dinâmica molecular próximos do equilíbrio, especificamente 

usando o método ABF (Adaptative Biasing Force), nós podemos obter o perfil de energia livre 

para uma molécula de etanol na interface membrana-água, em diferentes concentrações 
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mínima energia para etanol e anestésico é a mesma, indicando uma competição destas duas 

moléculas pelo mesmo local. 

Etanol como veículo para a entrega de fármacos: 

 Os efeitos do etanol na permeabilidade da membrana são muito conhecidos e fáceis 

de serem observados com a metodologia que aplicamos aqui. O etanol na membrana 

aumenta a sua permeabilidade assim como aumenta a permeabilidade de outras moléculas 

anfifílicas, mudando propriedades da membrana. Simulando um aumento da área por lipídio 

e também uma blindagem eletrostática nós observamos que estes devem ser os efeitos 

destas moléculas na membrana biológica. 

 Uma blindagem eletrostática devido ao acumulo de moléculas na região das cabeças 

polares causa uma completa perda da barreira para que as moléculas de etanol cruzem esta 

região dos fosfolipídios. Enquanto isto o aumento da área por lipídio leva a um inchaço da 

membrana, o que emula muito bem o que acontece com uma molécula de etanol na região 

das caudas lipídicas em uma alta concentração deste álcool. Este efeito aumenta a fluidez 

das caudas lipídicas e consequentemente reduz a barreira no centro da membrana, 

facilitando a penetração de outras moléculas. Uma síntese do domínio de cada uma destas 

perturbações é apresentado na Figura 35. 

 O modelo apresentado, criado a partir da análise do perfil de energia livre, sugere um 

mecanismo universal para o aumento da auto-partição de moléculas anfifílicas em 

membranas biológicas. Este modelo é importante para compreender o transporte assistido 

em membranas, uma vez que estas moléculas em uma concentração mais baixa terão 

menor chance de penetrar a membrana e precisam de ajuda para tal. Outro estudo que 

estamos realizando com a entrega de fármacos no meio intracelular, e que segue em anexo, 
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se refere ao uso de nanoestruturas de carbono como carreadores de fármacos que não 

podem cruzar a membrana. 

 

Figura 35: Ilustração do perfil de energia livre do etanol em baixa (linha contínua) e alta 

concentração (linha pontilhada). Em vermelho indicamos a região onde há um domínio de 

blindagem eletrostática para o efeito da alta concentração do álcool e em amarelo uma região 
onde o aumento da área por lipídio é dominante. 

 

4.4 – ESTABILIDADE DA BENZOCAÍNA POR QM/MM. 

 Como as simulações utilizando mecânica clássica mostravam um resultado diferente 

para a BZC, realizamos um novo teste com este sistema utilizando métodos mais acurados. 

Como discutido anteriormente, por apresentar um pKa próximo de 2.5, a Benzocaína (BZC) é 

o único anestésico local que não apresenta uma forma carregada em meio fisiológico. 

Apesar disto, como descrito nos capítulos anteriores, em nosso estudo vimos que a posição 

de estabilidade da BZC na região da membrana celular era a mesma que a de outros 

anestésicos locais carregados. Este estudo motivou‐nos a compreender de que forma este 

fármaco se mantém “preso” nesta região. Utilizamos para isto o método QM/MM, uma vez 
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que as parametrizações de campos de forças não levam em conta as diferentes distribuições 

de cargas de moléculas em regiões de interface água/lipídio. 

Partindo do resultado de dinâmica molecular clássica, em um sistema com uma 

molécula de BZC em uma membrana com 64 lipídios DPPC solvatada em água SPC, 

realizamos cálculos híbridos de dinâmica molecular clássica e quântica. Com a mecânica 

quântica, tratamos a molécula de anestésico local e os dois lipídios mais próximos da 

mesma, enquanto o restante do sistema foi tratado com mecânica clássica (Figura 36). A 

integração entre a dinâmica clássica e quântica foi realizada através da junção dos 

programas GROMACS 3.2 e CPMD durante um tempo de 8,0 ps, o que significa quase 120 

mil horas de processamento eu um CPU XEON de 2.5 GHz. 

 

Figura 36: Ilustração da membrana de DPPC com o anestésico local BZC. Em destaque vemos 

os átomos da BZC e dos dois lipídios mais próximos do fármaco, átomos estes que foram 

simulados utilizando mecânica quântica. 

 

Nossos cálculos demonstraram uma maior proximidade da região da amina da BZC 

em relação à membrana, além de uma maior estabilidade nesta interação como mostra a 
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Figura 37. Esta maior proximidade sugere uma ligação bastante forte em comparação a uma 

ligação hidrogênio comum, indicando uma parcela significativa de ligação covalente à 

interação. 

Para calcular a energia de ligação entre o anestésico e a membrana, utilizamos a 

função de distribuição radial (RDF) dos oxigênios do éster da DPPC em torno dos 

hidrogênios da amina da BZC (Figura 38). Com isto vimos que a energia associada a esta 

interação, quando realizamos esta dinâmica híbrida fica sendo da ordem de 6,5 vezes a 

energia térmica (kBT). O que é maior do que a medida com métodos puramente clássicos, 

que são pouco mais de 5 kBT. A distância média de equilíbrio entre estes dois grupos fica 

sendo da ordem de 1.29 Å com método QM/MM e 1.7 Å com o método de mecânica clássica. 

 

Figura 37: Ilustração das três moléculas simuladas com o método quântico CPMD. Os 

hidrogênios dos lipídios foram retirados da imagem para facilitar a visualização. Note a forte 

interação entre os hidrogênios da amina da BZC e os oxigênios da carbonila da DPPC. 
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Uma vez que a membrana lipídica se comporta como um catalisador das interações 

biológicas, compreender a estabilidade da benzocaína na região de interface da bicamada 

pode ser de grande importância para o estudo do efeito anestésico local. Estes cálculos 

indicam que os métodos QM/MM são uma importante ferramenta no estudo das interações 

moleculares onde efeitos de polarização são desprezados pelos métodos clássicos. Vimos 

que a energia de ligação entre a amina do fármaco e o lipídio é bastante alta, sendo da 

ordem de 6,5 vezes a energia térmica. Os resultados com o método quântico então 

corroboram com os resultados obtidos com métodos puramente clássicos no sentido de que 

confirmamos que existe uma interação muito forte entre a amina do fármaco e a cabeça polar 

do lipídio. Entretanto o resultado obtido com o método quântico indica uma maior 

proximidade entre os átomos das duas moléculas. 

 

 

Figura 38: Função de distribuição radial dos átomos de oxigênio do grupamento palmitoil da 
DPPC em relação aos hidrogênios do terminal amina da BZC. 
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4.5 – CANAL TREK-1: 

 No capítulo de introdução discutimos a importância dos canais iônicos no efeito 

anestésico. Nossos estudos com membranas modelo nos levaram a pensar em um próximo 

passo, onde estudaríamos a interação de anestésicos locais com canais iônicos. Estudos 

recentes indicam que o maior alvo destes fármacos é o canal de sódio. Entretanto este canal 

é muito grande e possui uma estrutura que parece ser muito complexa e que ainda não é 

conhecida. Um outro canal que tem mostrado importância tanto para o efeito anestésico local 

e principalmente para o efeito anestésico geral é o TREK-1, um canal de potássio com 

estrutura em dímero e que possui dois poros em tandem. 

O TREK-1 foi o primeiro canal mecano-ativado de mamífero a ser clonado, 

expressado e caracterizado. Os lipídios parecem desempenhar um papel fundamental na 

modulação do canal e evidências recentes, tem mostrado que existe uma íntima ligação 

entre os lipídios da membrana e o mecanismo de abertura e fechamento de outros canais 

mecanosensíveis em fungos, plantas e alguns animais. 

Como já discutimos anteriormente, o estudo com ratos knockout TREK-1-/- nos dão 

evidências muito fortes da importância deste canal de potássio. Este tipo nada convencional 

de canal, com um mecanismo de gating bastante complexo e que pode ser modulado por 

receptores de membrana e mensageiros secundários, apresenta um papel fundamental na 

neuroproteção, sensação de dor e depressão. Além disso, o TREK-1 é aberto por agentes 

neuroprotetores e anestésicos gerais, enquanto é inibido por drogas antidepressivas, se 

mostrando um importante alvo farmacológico. 

A atividade do TREK-1 é estimulada de diversas formas o que o qualifica como um 

canal iônico sensorial com regulagem polimodal, que integra diversos estímulos químicos e 
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físicos. As evidencias até então mostram que a porção C-terminal deste canal tem uma 

grande importância na transdução dos estímulos para a região do poro e conseqüente 

modulação do gate. O modelo proposto até agora revela uma enorme importância do 

acoplamento entre a região C-terminal, ilustrada na Figura 39, e a camada intracelular da 

membrana celular. Estes estudos contribuem para um melhor entendimento da importância 

do TREK-1 e dos canais K2P de maneira geral, além de uma base para o compreendimento 

do seu mecanismo de mecanotransdução, porém não existe um modelo preciso no nível 

molecular. 

 

Figura 39: Ilustração da topologia dos canais K2P. A região transmembranar possui quatro ࢻ-

hélices (M1 a M4) principais e duas menores que formam o filtro de seletividade (P1 e P2). Estão 
também representados os terminais da proteína, ambos na região intracelular. 

 

 Apesar do enorme progresso no estudo e caracterização dos canais K2P, diversas 

questões de grande importância permanecem em aberto, entre elas o que faz o TREK-1 ser 

mecanosensível e qual o mecanismo de transmissão da força para o canal? Também 

queremos saber qual o mecanismo de ativação do TREK-1 por anestésicos? Neste capítulo 

investigaremos este canal através de cálculos de dinâmica molecular. Para isto usaremos o 

modelo do canal construído utilizando ferramentas de bioinformática a partir de sua 

sequência primária. 
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Construção do Modelo: 

 O modelo do canal TREK-1 que utilizamos foi feito pelo Prof. Werner Treptow, durante 

seu pós-doutorado na University of Pennsylvania e foi publicado recentemente (Treptow, et 

al., 2010). A sequência primária do canal (gene: KCNK2) foi obtida do servidor Swiss-Prot 

(P97438). Uma vez que a região N-terminal do canal não apresentava efeito na função da 

proteína (Patel, et al., 1998) (Maingret, et al., 2002), apenas a região transmembranar (região 

do poro) e a região C-terminal foram construídas. A estratégia utilizada consistia na 

construção do modelo da estrutura separadamente para cada uma das partes. 

 Então, utilizando métodos de modelagem comparativa, estruturas homólogas foram 

selecionadas no Banco de Dados de Proteínas (PDB – Protein Data Bank). Para fazer a 

busca foi empregado o algoritmo FASTA, que alinha as sequências primárias da estrutura 

desconhecida com a sequência de estruturas depositadas no PDB, nos dando uma lista de 

possíveis proteínas homólogas, classificadas de acordo com a sua similaridade. 

 Com este método, a estrutura cristalográfica do canal de potássio KcsA da bactéria 

Streptomyces lividans foi escolhida como molde para a construção da região TM do TREK-1 

em seu estado fechado. Esta estrutura apresenta uma similaridade em sua sequência 

primária de cerca de 70% com o TREK-1. A região C-terminal do TREK-1 se mostrou muito 

diferenciada de qualquer outra estrutura conhecida na família dos canais de potássio. Para 

construir um modelo para a estrutura desta região a estrutura cristalográfica da fosfato-

acetiltransferase (ACTR) do Bacillus subtilis foi selecionada, apresentando uma similaridade 

de aproximadamente 54%. A Figura 40 mostra o alinhamento das sequências do TREK-1 

com as sequências dos moldes, bem como a predição para a estrutura secundária. Para 

gerar os modelos iniciais para a estrutura foi então utilizado o software Modeler. 
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 Após uma minimização de energia conformacional o modelo do canal foi inserido em 

uma membrana lipídica, para um refinamento por dinâmica molecular. O canal foi inserido no 

centro de patch de membrana de SOPC, como mostra a Figura 41. O sistema completo inclui 

cerca de 160 mil átomos, sendo composto pelo canal TREK-1, cerca de 425 moléculas de 

lipídio, aproximadamente 40 mil moléculas de água, além de 2 íons potássio no filtro de 

seletividade e 14 íons cloro para neutralizar a carga da solução. A Figura 41a ilustra o 

tamanho da cavidade na membrana criada para inserir o canal. 

 

 

Figura 40: Alinhamento das sequências do TREK-1 e dos moldes utilizados. Os dois primeiros 

blocos correspondem ao alinhamento com a estrutura do KcsA e o último bloco corresponde 

ao alinhamento com o ACTR. A primeira linha de cada bloco corresponde a sequência do 

TREK-1 e a terceira linha a sequência do molde. A segunda e quarta linha indicam a estrutura 

predita e do molde respectivamente. 
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Figura 41: Estrutura inicial do TREK-1 em um patch de SOPC, vista do meio extracelular (a) e 
vista lateralmente (b). A estrutura foi gerada pelo software Modeler e a imagem pelo VMD. 

 

 Quatro simulações de dinâmica molecular para refinar o sistema foram realizadas com 

ensemble NPT e utilizando o pacote NAMD2. Condições periódicas de contorno foram 

aplicadas e o passo de tempo da dinâmica foi de 2.0 fs. Os métodos da Dinâmica de 

Langevin e do Pistão de Langevin foram aplicados para manter a temperatura e a pressão 

constantes em 300 K e 1.0 atm respectivamente. Para as interações de longo alcance o 

método de Ewald PME foi utilizado. Cada uma das dinâmicas foi realizada por cerca de 320 

ns utilizando recursos do Pittsburgh Supercomputer Center. Especificamente em cada 

simulação eram utilizados 384 processadores AMD Opteron 2.6 GHz, de um 

supercomputador modelo CRAY-XT3. 
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Figura 42: Ilustração do acoplamento da região C-terminal com a membrana lipídica. As cores 

indicam o tipo dos aminoácidos: Azul (positivamente carregado), Vermelho (negativamente 

carregado), Amarelo (apolar), Verde (polar). Note que existe uma inserção de aminoácidos 
carregados no interior da membrana (em cinza translucido). 

 

 Todas as quatro simulações apresentaram um resultado similar no final, mostrando 

que a região C-terminal tem um grande acoplamento com a membrana celular, como 

esperado devido aos resultados experimentais existentes (Figura 42). O modelo inicial 

(Figura 40) com o domínio C-terminal estirado para dentro da célula não nos parecia muito 

correto, devido às evidências experimentais, e as simulações realizadas levaram o canal 

para uma estrutura mais próxima da esperada.  Como a proteína é um dímero podemos dizer 

que tínhamos oito estruturas sendo testadas, aumentado ainda mais a confiabilidade em 

nossos resultados. Este modelo de estrutura foi então simetrizado novamente, ou seja, 

escolhemos um dos segmentos que apresentavam uma estrutura mais organizada e que 

correspondia melhor com a literatura para ser simetrizado na formação do dímero 

novamente, como no modelo da Figura 43. 
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Figura 43: TREK-1 simetrizado na membrana de POPC. Este sistema foi utilizando para 
iniciarmos os estudos de modulação dos canais K2P. 

 

 Como iniciaríamos os testes para a modulação do canal, simetrizamos o sistema para 

estrutura que mais concordava com as previsões experimentais. Esta estrutura foi inserida 

em uma membrana de POPC (1-palmytoil-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine), e um 

novo sistema foi montado. Também construímos um sistema com o canal truncado no 

resíduo de aminoácido TYR242, retirando 74 resíduos de aminoácidos e reduzindo a porção 

C-terminal para apenas a região da α-hélice, como ilustrado na Figura 44. Como já discutido, 

trabalhos realizados por experimentalistas mostraram que esta porção do canal é sensível a 

uma grande parte dos estímulos que o canal recebe. Para uma melhor compreensão da 

porção que foi retirada, a Figura 45 ilustra apenas a região do C-terminal da proteína. Note 

que a conexão entre o final da região C-terminal e a região TM é feita por uma grande α-

hélice, que também seria responsável por boa parte da sensibilidade do canal (Honoré, 

2007).  
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Figura 44: Sistema com o TREK-1 truncado na região C-terminal, no resíduo de aminoácido 

TYR242, inserido em uma membrana de POPC. 

 

Figura 45: Ilustração da estrutura secundária da região C-terminal do TREK-1 após 

aproximadamente 400 ns de dinâmica molecular. 

 

Estes dois sistemas foram submetidos a uma nova minimização de energia 

conformacional e em seguida uma dinâmica molecular para um relaxamento destas 

estruturas. Os sistemas completos incluem cerca de 200 mil átomos, sendo composto pelo 

canal TREK-1, cerca de 650 moléculas do lipídio, aproximadamente 50 mil moléculas de 

água, além de dois íons potássio no filtro de seletividade e 14 átomos de cloro agindo como 

contra-íons (Figura 46). 
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Figura 46: Ilustração do sistema simulado, mostrando a membrana de POPC cortada para 

facilitar a visualização do canal. A superfície em azul transparente ilustra as moléculas de 

água, dando uma idéia do tamanho do sistema simulado. 

 

Modulação do TREK-1: 

 Para testar como diferentes estímulos são transferidos ao canal realizamos diversos 

cálculos de dinâmica molecular para cada um dos modelos de canais. Primeiramente 

realizamos uma simulação controle, onde nenhum estímulo era aplicado. Também testamos 

como seria o sistema ao estar em um pH ácido. Além disto, testamos o que ocorre quando 

há o estiramento da membrana, aplicando tensões a mesma. Por último utilizamos a técnica 

de Steered Moleular Dynamics (SMD) para testar uma abertura forçada do canal, aplicando 

tensões na proteína. A Figura 47 ilustra os cálculos que foram realizados. 

 A simulação de nova minimização de energia e uma nova simulação de e de controle 

por cerca de 100 ns, o que mostrou que a estrutura secundária do canal continuou bastante 

estável, como indica o gráfico da Figura 48. Observa-se na figura, que a α-hélice da porção 

C-terminal, que seria responsável pela recepção de boa parte dos estímulos recebidos por 
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Figura 48: Análise da estrutura secundária de um dos monômeros do canal TREK-1, durante a 

nova dinâmica molecular, realizada na membrana de POPC. Em preto as regiões de α-hélice, 

em laranja as regiões com grampos e em cinza claro as regiões sem estrutura secundária 

definida. A ilustração a direita indica qual região da membrana estamos representando: em 

azul as quatro grandes α-hélices transmembranares (M1-M4); em amarelo as α-hélices da 

região do filtro de seletividade (conforme esquema da Figura 39); em rosa a α-hélice principal 

da região C-terminal; em verde pequenas α-hélices do terminal. 

 

Figura 49: Ilustração do acoplamento entre a região C-terminal e os lipídios (principalmente as 

cabeças lipídicas) da membrana após aproximadamente 400 ns de simulação (300 ns em uma 

membrana de SOPC seguidos por 100 ns em uma membrana de POPC).  À esquerda o C-

terminal completo e a direita a simulação com a região C-terminal truncada no resíduo TYR242. 

As cores indicam o tipo dos aminoácidos: Azul (positivamente carregado), Vermelho 
(negativamente carregado), Amarelo (apolar), Verde (polar). 
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 Em uma primeira análise visual da dinâmica do canal notamos que a região C-terminal 

é ligada à região do poro por um domínio bastante flexível, o qual permite um movimento 

hora acoplado hora desacoplado da região C-terminal à membrana como verifica-se nas 

análises a seguir. Pelas trajetórias atômicas notamos que este acoplamento é perdido 

diversas vezes, voltando a surgir em seguida como no modelo da Figura 50. Para melhor 

investigarmos esta observação, fizemos um gráfico do ângulo de inclinação da α-hélice em 

relação ao plano da membrana versus tempo. Neste gráfico investigamos como a hélice gira 

em torno do resíduo THR208 que funciona como um pivô para este movimento (Figura 51). 

Este gráfico mostra como este movimento ocorre de forma oscilante. 

 

Figura 50: Ilustração do movimento do domínio C-terminal do TREK-1, com destaque para a 
região da α-hélice (em vermelho) e para o restante da região terminal (em verde). 

 

Figura 51: Gráfico do ângulo de inclinação da α-hélice da região C-terminal em relação ao 

plano da superfície da membrana. Um valor de senθ=0 indica que a α-hélice se encontra 

paralela a superfície da membrana, enquanto que senθ=1 a indica como estando perpendicular 
a bicamada. 
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Os resultados estão de acordo com a literatura (Honoré, 2007), mas devemos lembrar 

que uma membrana biológica real é composta por uma mistura de diversos lipídios, sendo 

sua superfície intracelular composta por muitos lipídios carregados negativamente. A Figura 

49 mostra que alguns resíduos positivamente carregados (representados em azul) estão 

frequentemente expostos à água e que uma membrana negativamente carregada poderia 

atraílos com uma força maior, de forma a reduzir a freqüência desta oscilação da α-hélice da 

região C-terminal. Na Figura 52 é representada a superfície eletrostática do TREK-1 

mostrado que existe uma grande área positivamente carregada que está esposta ao solvente 

ao invés de interagindo com a membrana. Apesar disto nosso modelo aparenta ser 

satisfatório, uma vez que existe este acoplamento entre a região C-terminal e a membrana 

como previsto experimentalmente. Após esta primeira análise passamos aos novos testes 

que discutiremos a seguir em tópicos separados. 

 

Figura 52: Superfície eletrostática do TREK-1 na sua conformação após a dinâmica molecular, 
obtida utilizando o software Pymol (www.pymol.org), com a ferramenta APBS. 
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 Devido ao alto custo computacional e das evidências experimentais, selecionamos 

somente alguns sistemas para realizar dinâmicas mais longas que seguem analisadas a 

seguir. Estudamos o estiramento da membrana para o canal TREK-1 completo, o efeito da 

acidificação do meio intracelular para o TREK-1 truncado e realizamos um cálculo de SMD 

para o sistema cortado. O efeito da presença de anestésicos foi estudado com o canal 

completo, uma vez que os resultados experimentais indicam uma maior potência dos 

mesmos neste caso (Bayliss, et al., 2008) (Honoré, 2007). 

Estiramento da membrana: 

 Aplicando uma força lateral na membrana de modo a provocar uma expansão da 

mesma, como ilustrado na Figura 53, realizamos um estudo da mecanoativação do TREK-1. 

Esta pressão negativa nas paredes da membrana gera uma tensão de superfície que é 

aumentada aos poucos de forma a simular um estiramento natural da membrana, com um 

acrécimo de tensão variando de 0 a 100 dyn/cm2. 

 

Figura 53: Ilustração do método de estiramento da membrana. No eixo z, perpendicular ao 
plano da superfície da membrana, a pressão continua em 1.0 atm. 
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 Acreditamos que o mecanismo de modulação do canal TREK-1 passa pelo melhor 

acoplamento da região C-terminal quando sob influência de alguns estímulos, o que 

aumentaria sua sensibilidade aos movimentos naturais da membrana. Uma análise do 

acoplamento da região C-terminal a membrana indicou que existe um aumento na interação 

entre estes dois grupos quando uma pressão lateral é aplicada na membrana. Para tal, 

analisamos o número de ligações de hidrogênio durante 100 ns de simulação, tanto para 

uma dinâmica de controle, quanto para a MD onde aplicamos esta tensão de superfície. O 

resultado (Figura 54) indica que existe um aumento de até três vezes no número de ligações 

de hidrogênio entre o canal e a membrana. 

 

Figura 54: Gráfico do acoplamento entre a região C-terminal e os lipídios de POPC da 

membrana. Acompanhamos o número de ligações de hidrogênio durante 100 ns de simulação 

por MD para o sistema controle (preto) e o sistema sob influência da tensão de superfície 
(vermelho). 
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O acoplamento da região C-terminal com a membrana faz com este “braço” da 

proteína se desloque junto com a membrana, acompanhando o deslocamento dos lipídios. 

Isto faz com que uma força lateral seja aplicada à região do poro, provocando a abertura e 

fechamento do mesmo em um movimento rotacional, como mostraremos mais adiante. Este 

poderia então ser o mecanismo de mecanosensibilidade destes canais. 

Acidificação da região intracelular: 

 O pKa dos aminoácidos ASP e GLU é respectivamente 3.9 e 4.3, o que faz com que 

em um microambiente com pH ácido o suficiente estes resíduos possam estar na sua maioria 

protonados, neutralizando suas cargas. Mudando o estado de protonação destes resíduos e 

adicionando os contra-íons necessários para neutralizar a carga do sistema, iniciamos duas 

novas simulações por dinâmica molecular, uma para o canal completo e outra pra o canal 

truncado na TYR242. 

Observando o acoplamento da região C-terminal com a membrana notamos que a 

forma completa do canal não apresentaria uma grande interação com a membrana, pelo 

menos não em uma escala de tempo que poderíamos observar. Este acoplamento parece 

melhor no sistema cortado principalmente devido ao fato de que a falta da porção final da 

proteína facilita o movimento da região C-terminal. Não vemos isto na proteína completa 

devido à falta de tempo de simulação para tal, especialmente pelo fato de que esta grande 

porção C-terminal precisaria de uma caixa de simulação maior, deixando o cálculo ainda 

mais lento. Como os custos computacionais seriam muito altos prosseguimos com o cálculo 

apenas para o sistema cortado. 

A Figura 55 mostra como o sistema truncado apresenta um bom acoplamento da 

região C-terminal da proteína com a membrana. Nota-se que os aminoácidos positivamente 

carregados agora interagem mais com a membrana, o que deve aumentar a energia de 
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acoplamento entre estes dois grupos. Para analisar isto de uma forma indireta, monitoramos 

o número de ligações de hidrogênio durante 100 ns de simulação, tanto para uma dinâmica 

de controle, quanto para a MD onde alteramos o estado de protonação dos aminoácidos. O 

resultado (Figura 56) indica que existe um aumento substancial no número de ligações de 

hidrogênio entre o canal e a membrana. 

 

Figura 55: Ilustração do acoplamento do C-terminal do TREK-1 com a membrana de POPC. a: 

sistema controle (em azul aminoácidos que foram protonados na simulação em pH ácido); b: 

sistema em pH ácido (em azul aminoácidos que foram protonados); c: detalhe do sistema em 

pH ácido, mostrando as cadeias laterais de todos os aminoácidos da região C-terminal, sendo 

os aminoácidos em azul positivamente carregados. A membrana aparece em representação 
semi-transparente, estando as cabeças lipídicas em vermelho. 
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Figura 56: Gráfico do acoplamento entre a região C-terminal e os lipídios de POPC da 

membrana. Acompanhamos o número de ligações de hidrogênio proteína-membrana durante 

100 ns de simulação por MD para o sistema controle (preto) e o sistema simulando um pH 
ácido (vermelho). 

 

Steered Molecular Dynamics:  

 Antes de realizarmos os cálculos aplicando tensão na membrana e simulando um pH 

ácido, realizamos simulações com o método de Steered Molecular Dynamics (SMD). Com a 

técnica de SMD puxamos a α-hélice, com um potencial de mola, com diversos valores de 

constante de força, de forma a tentar uma abertura do canal e assim testar se este seria o 

mecanismo correto de abertura. Esta técnica interfere na dinâmica direcionando movimentos, 

mas pode nos indicar se estamos no caminho correto. Aplicamos uma força puxando a α-

hélice pela região C-terminal de um dos segmentos e fixando a outra, como ilustrado na 

Figura 57. 
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Figura 57: Ilustração da aplicação do método de SMD, onde fixamos a posição dos Cα da 

região C-terminal de um dos monômeros (em azul), enquanto puxamos os Cα do outro 

monômero (vermelho), para a esquerda (na representação acima). 

 

 Nossos resultados mostram uma pequena abertura do poro, porém a força que 

aplicamos era muito grande e houve um princípio de desenovelamento do canal. Testes mais 

lentos poderiam ser aplicados para que a força não provocasse o desenovelamento, mas 

como isto custaria muito recurso computacional, decidimos investir nas outras técnicas que 

teriam um resultado mais direto e completo. 

Discussão sobre a modulação do TREK-1: 

 Como discutido, tanto a acidificação quanto à pressão lateral aumentam o 

acoplamento da região C-terminal do TREK-1 com a membrana e isto poderia ser o 

mecanismo chave da mecanosensibilidade do canal. Uma possível explicação para o 

mecanismo seria que este aumento na interação proteína-membrana faz com que haja a 

formação de rafts de lipídios. Estas pequenas jangadas de lipídio são formadas pela 

mudança na fluidez da membrana causada localmente por grupos que interagem com os 
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fosfolipídios, no caso pela porção C-terminal que interage com uma porção de lipídios que 

por sua vez não interagem com a região do poro do canal, como mostra a Figura 58, e 

podem “andar” pelo restante da membrana que é mais fluida. 

 

 

Figura 58: Ilustração dos rafts de lipídio. a: destaque para os lipídios de POPC que estão a até 

3.5 Å de distância da porção C-terminal; b: TREK-1 e os lipídios que estão a até 3.5 Å de 

distância deste canal. Note que existe um espaço entre os lipídios da região do poro e da 

região C-terminal. Este espaço é preenchido por lipídios que não estão interagindo 
diretamente com o canal e formariam uma fase mais fluídica. 
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 Este modelo parece pertinente, mas para comprovar esta teoria teríamos que realizar 

simulações muito mais longas que teriam que levar a uma abertura completa do gate do 

canal. Nas simulações que realizamos não vimos uma abertura completa do canal, mas 

começamos a observar movimentos neste sentido na região TM. A Figura 59 ilustra, do 

ponto de vista intracelular, o poro do canal parcialmente aberto com as perturbações que 

realizamos. Um dos prováveis motivos já foi discutido, que é o fato de nesta simulação 

utilizarmos um modelo de membrana zwitteriônica, o que provavelmente subestima as 

interações entre o domínio C-terminal e os fosfolipídios.  

 

 

Figura 59: Vista do poro do canal sob a influência de diferentes estímulos. Note uma pequena 
abertura do gate do canal em todas as simulações, exceto na MD de controle. 
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TREK-1 e o efeito anestésico geral: 

 Como já discutido, o TREK-1 parece ter um relação muito importante com o 

mecanismo do efeito anestésico geral. Para tentar compreender o que ocorre com o canal 

quando esta sob efeito do anestésico geral Isoflurano, realizamos cálculos com o sistema 

anestésico-canal-membrana, ilustrado na Figura 60. Nesta simulação retiramos algumas 

moléculas de água criando cavidades para a inclusão das moléculas de Isoflurano, numa 

concentração de aproximadamente 80 mM, ou seja, uma fração molar de cerca de 10% em 

relação aos lipídios. Uma dinâmica molecular de cerca de 300 ns foi realizada e observamos 

novamente um princípio de abertura do canal, porém uma abertura maior do que já havíamos 

observado com os demais estímulos. 

 

Figura 60: Ilustração – Ilustração do sistema com o anestésico geral Isoflurano na água, 

condição inicial para o cálculo que realizamos para estudar a influência deste fármaco no 
canal TREK-1. 

 

 Partindo de um modelo inicial um pouco diferente, uma segunda MD foi realizada por 

cerca de 120 ns. Nesta simulação utilizamos um monômero diferente do utilizado para 

simetrizar o canal, como descrito anteriormente, para termos mais evidências do nosso 
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modelo. As duas simulações de MD indicaram uma pequena abertura no canal após pouco 

mais 70 ns de simulação. Como nas demais simulações esta abertura não é ainda uma 

abertura completa do gate, mas começa a indicar um pouco melhor do que nos outros casos, 

o movimento que poderia provocar a abertura do mesmo. Notamos nestas simulações que o 

poro é fechado por um gate hidrofóbico composto por quatro resíduos de leucina. Estes 

resíduos formam um estrangulamento no poro que precisa ser aberto para liberar o fluxo de 

íons (Figura 61). 

 

Figura 61: Canal TREK-1 com destaque para a região do filtro de seletividade (verde) e para o 

gate de leucinas (amarelo). As esferas em azul e em branco indicam os átomos de fósforo da 
cabeça polar dos lipídios para a camada extracelular e intracelular respectivamente. 

 

Como já discutimos, acreditamos que o mecanismo de modulação do canal TREK-1 

está diretamente relacionado com acoplamento da região C-terminal aos lipídios da 

membrana. Quando sob a influência de alguns estímulos este acoplamento seria maior, o 

que aumentaria a sensibilidade do canal aos movimentos naturais da membrana. Uma 

análise do acoplamento da região C-terminal a membrana indicou novamente que existe um 
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aumento na interação entre estes dois grupos quando aplicamos um estímulo que sabemos 

que abre o canal. Analisamos novamente o número de ligações de hidrogênio durante 100 ns 

de simulação, de aproximadamente 270 nanosegundos, tanto para uma dinâmica de 

controle, quanto para a MD onde incluímos os anestésicos. A primeira parte da simulação foi 

descartada para que houvesse tempo para a partição do Isoflurano na membrana. O 

resultado (Figura 54) indica que existe um aumento de cerca de três a quatro vezes no 

número de ligações de hidrogênio entre o canal e a membrana, na presença do anestésico. 

 

Figura 62: Gráfico do acoplamento entre a região C-terminal e os lipídios de POPC da 

membrana. Acompanhamos o número de ligações de hidrogênio durante 100 ns de simulação 

por MD para o sistema controle (preto) e o sistema com anestésicos (vermelho). 

 

 Esta grande melhora no acoplamento entre a região C-terminal do TREK-1 e os 

lipídios é um grande indicativo do modelo de modulação do canal. Porém ainda não temos 
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uma abertura do gate para poder ver como este movimento ocorre na região do poro. Como 

os movimentos da região TM indicam um princípio de abertura do canal, realizamos a partir 

da trajetória das trajetórias de MD do sistema na presença do Isoflurano, uma análise de 

componentes principais (PCA) da dinâmica. Esta análise indicou o movimento de abertura e 

fechamento do poro do canal (Figura 63). Este tipo de análise é um procedimento 

matemático que transforma um grande número de variáveis correlacionadas em um pequeno 

número de variáveis chamadas componentes principais (PCA) (Cukier, 2010). O resultado é 

um movimento “filtrado” que mostra apenas os principais movimentos de grande amplitude 

da proteína, que geralmente estão associados à função biológica (Floquet, et al., 2009). No 

TREK-1 o principal componente desta análise indica um movimento de rotação global da 

parte transmembranar do canal, de forma que as hélices M2 e M4 se alinham afastando as 

leucinas uma das outras. 

 A análise de PCA nos fornece uma predição da amplitude do movimento, que levaria a 

abertura do poro. Um cálculo forçando este estado final do PCA mostra um canal 

completamente aberto após poucos nanosegundos de dinâmica. Neste cálculo colocamos a 

posição dos carbonos alfa das hélices M2 e M4 como um alvo para a dinâmica. Fizemos isto 

impondo restrições de posição para estes átomos nas posições indicadas pela análise. 

Matematicamente é como se houvesse uma mola puxando estes Cα para a posição que o 

PCA indicou. Como este movimento era forçado, rapidamente víamos a abertura do poro. 

Após manter o vínculo por cerca de cinco nanosegundos retiramos este vinculo de restrição 

de posição e vimos este estado aberto se manter durante os 10 ns avaliados. 
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Figura 63: Ilustração da análise de PCA, indicando o movimento rotacional na região TM do 

canal TREK-1. As setas indicam o sentido e a amplitude do movimento de cada um dos Cα da 

proteína. 

 

O canal aberto então deve se parecer com a ilustração da Figura 64, porém o 

mecanismo completo de gatting não pôde ser observado, provavelmente pela escala de 

tempo de simulação. Também a interação com os fosfolipídos zwitteriônicos não deve ser a 

forma ideal de estudar este sistema. A escolha por estes lipídios se deu pela maior 

confiabilidade do modelo de membrana. Iniciar este trabalho com um modelo não confiável 

de lipídio poderia nos levar a conclusões errôneas e que não indicariam o real mecanismo de 

gatting dos canais K2P. 
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Figura 64: Ilustração da abertura do canal por dois pontos de vista, de dentro da célula (acima) 

e lateralmente (abaixo). Em cinza a representação da estrutura secundária do canal, em 

amarelo o gate de leucinas e em vermelho e branco as moléculas de água próximas do poro. a: 

O canal TREK-1 apresenta uma pequena abertura após os cálculos de MD na presença do 

anestésico geral Isoflurano; b: Utilizando as posições finais dos Cα das hélices M2 e M4 na 

análise de PCA como vínculo, observamos uma pequena abertura do canal, suficiente para 

haver um filamento de água atravessando o poro; Liberando os vínculos observamos que o 

canal passa a estar completamente aberto, com a região do gate hidrofóbico completamente 
hidratada.  

 

4.6 – TREK-1 EM MEMBRANAS MISTAS DE POPC/POPS: 

 Como discutido, a membrana biológica possui uma alta concentração de fosfolipídios 

negativamente carregados na camada intracelular. Para tentar simular a conseqüência 

destes lipídios no acoplamento da região C-terminal, inserimos o canal em uma membrana 
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composta por cerca de 30% de lipídios de POPS (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-

L-serine). Uma vez que colocar os lipídios carregados em apenas uma das camadas geraria 

artefatos de simulação, especialmente devido às condições periódicas de contorno, 

decidimos colocar esta mesma proporção de lipídios em ambas as camadas. Para agilizar os 

cálculos de minimização, ao invés de colocar o canal em uma membrana completamente 

nova, substituímos uma parte dos lipídios de POPC de nossa membrana, que vínhamos 

usando como controle, por lipídios POPS e adicionamos os contra-íons necessários. A 

Figura 65 ilustra a distribuição de lipídios na membrana antes de iniciarmos a dinâmica. 

 

Figura 65: Vista da bicamada mostrando a superfície com diferentes lipídios, POPC (azul) e 

POPS (amarelo). 

 

Após uma dinâmica molecular de aproximadamente 100 ns observamos visualmente 

que havia um melhor acoplamento entre a membrana e o domínio C-terminal. A Figura 66 

mostra como o TREK-1 apresenta um bom acoplamento da região C-terminal da proteína 

com os lipídios de POPS. Note que os aminoácidos positivamente carregados interagem 
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mais com a membrana, o que deve aumentar a energia de acoplamento entre estes dois 

grupos. Para verificar isto de uma forma indireta, analisamos o número de ligações de 

hidrogênio durante 100 ns de simulação, tanto para uma dinâmica de controle, quanto para a 

MD onde incluímos os lipídios negativamente carregados. O resultado (Figura 67) indica que 

existe um aumento substancial no número de ligações de hidrogênio entre o canal e a 

membrana. 

 

Figura 66: Ilustração mostrando o acoplamento entre o domínio C-terminal do TREK-1 e os 

lipídios POPS, com destaque para as ligações de hidrogênio (representadas pelas linhas 

tracejadas em rosa). Na figura mostramos apenas os lipídios que estão a até 3.5 Å de distância 

dos aminoácidos da região C-terminal do canal. As cores indicam o tipo dos aminoácidos: 

Azul (positivamente carregado), Vermelho (negativamente carregado), Amarelo (apolar), Verde 

(polar). 

 

Como esperado, o acoplamento da proteína à membrana é melhorado pela presença 

de lipídios negativamente carregados. Este melhor acoplamento, tanto com os lipídios como 

com os anestésicos, com o estiramento e em meio ácido indica ser fundamental para a 

modulação do canal. Provavelmente isto faz com que o canal consiga sentir melhor os esteja 
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mais sujeito aos movimentos naturais da membrana (Figura 68), como já havia sido proposto 

por estudos experimentais (Honoré, 2007). Um outro passo importante que devemos tomar 

em breve é o estudo do canal TREK-1 em um modelo de membrana como este (Figura 69), 

onde poderíamos estudar se o melhor acoplamento do canal a membrana o faz abrir 

induzido pela curvatura da mesma, como proposto em diversos trabalhos (Patel, et al., 1998). 

 

Figura 67: Gráfico do acoplamento entre a região C-terminal e os lipídios da membrana. 

Acompanhamos o número de ligações de hidrogênio durante 100 ns de simulação por MD para 

o sistema controle (preto) e o sistema com POPS (vermelho). 
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Figura 68: Ilustração do movimento oscilatório da membrana. Incluindo as moléculas de água 

para solvatar esta membrana, este sistema possui cerca de 2.5 milhões de átomos tornando 

sua simulação impraticável atualmente. 

 

Figura 69: Ilustração do modelo de membrana de POPC curvada e com o canal TREK-1. O 

modelo seria uma tentativa de reproduzir o efeito do ácido-araquidônico na membrana, que faz 
com que haja a abertura do canal. 

 

4.7 – O CANAL TREK-1 E O EFEITO ANESTÉSICO LOCAL: 

 Aboramos no primeiro capítulo o fato de que os canais K2P, em especial o canal 

TREK-1, também possuem um papel importante no efeito anestésico local. Em uma primeira 

análise do comportamento do TREK-1 na presença dos LAs (Figura 70), empregando a 

benzocaína estudamos o acoplamento da região C-terminal com a membrana. Para tal 
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analisamos o número de ligações de hidrogênio durante 100 ns de simulação, como 

vínhamos fazendo nas outras análises, tanto para uma MD de controle quanto para a MD 

onde incluímos os lipídios negativamente carregados. O resultado (Figura 71) indica que 

existe um aumento substancial no número de ligações de hidrogênio entre o canal e a 

membrana. Este aumento poderia melhorar a sensibilidade do canal aos movimentos da 

membrana, tornando o canal mais suscetível a abertura. Porém evidências experimentais 

indicam que os anestésicos locais agiriam fechando o canal TREK-1 (Punke, et al., 2003). 

Uma explicação seria que trabalhos recentes sugerem sítios de ligação para os LAs no 

TREK-1. Esta ligação poderia então ser responsável pelo fechamento do gate do canal, ou 

mesmo pelo “entupimento” do mesmo. 

 

Figura 70: Ilustração do sistema com o anestésico local Benzocaína (em laranja) e o canal 
TREK-1 em uma membrana de POPC. 
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Figura 71: Gráfico do acoplamento entre a região C-terminal e os lipídios da membrana. 

Acompanhamos o número de ligações de hidrogênio durante 100 ns de simulação por MD para 

o sistema controle (preto) e o sistema com o anestésico local benzocaína (vermelho). 

 

 Este foi apenas um estudo preliminar que pode nos guiar em novos cálculos com o 

TREK-1 e os anestésicos locais. Estes estudos devem ser mais complexos do que os que 

temos realizado com o anestésico geral Isoflurano, uma vez que a relação entre o TREK-1 e 

o efeito anestésico local parece ser mais sistêmica do que um efeito direto como no caso da 

anestesia geral.  
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5 – CONCLUSÃO: 

 Diversos tipos de cálculos foram realizados neste trabalho, em uma caixa d’água, a 

dinâmica molecular nos mostrou que os anestésicos locais se comportaram da maneira 

esperada, a TTC se mostrou o anestésico com o grupo amina mais hidrofílico quando 

protonado, seguido da PRC e da LDC. Isto indicaria que esta seria a ordem na qual o 

anestésico sofreria maior dificuldade em penetrar a membrana, o que concorda com os 

resultados experimentais de ressonância paramagnética eletrônica (EPR). 

 As simulações com anestésicos locais em membranas nos mostraram que a forma 

carregada destes fármacos sofre maior dificuldade para atravessar a membrana, enquanto a 

forma neutra deverá se difundir na mesma com facilidade. A benzocaína por sua vez 

apresentada apenas a forma neutra em pH fisiológico porém se comporta como um 

anestésico local carregado, também instalando-se na interface membrana-água e 

perpendicularmente a esta. Este resultado foi corroborado utilizando métodos de cálculo de 

perfil de energia livre para cruzar a membrana. Também testamos se este não seria um 

efeito da simulação por dinâmica molecular por um método puramente clássico. Para tal 

realizamos cálculos utilizando o método híbrido de QM/MM integrando o método CPMD com 

o de dinâmica molecular. Estes cálculos indicaram que o ponto de equilíbrio da benzocaína 

nos cálculos puramente clássicos, era compatível com o que acontece ao utilizarmos 

métodos quânticos, porém com uma energia de interação um pouco maior com este último. 

 O modelo do canal TREK-1 que apresentamos aqui responde aos estímulos 

observados pelos estudos de experimentalistas, bem como segue a maioria das propostas 

que fizeram para a forma de modulação desta proteína. O movimento de rotação das α-

hélices do canal na abertura do poro é comum em domínios transmembranares e 
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observamos um movimento similar em outro estudo. Ao analisarmos o receptor                

β–adrenérgico sob a influência de propranolol e noradrenalina, observamos um movimento 

muito parecido das α-hélices transmembranares desta proteína (anexo 7.6). 

 Nosso modelo para o mecanismo de modulação do TREK-1 indica que os estímulos, 

como o estiramento da membrana, o meio intracelular ácido e os anestésicos, aumentam o 

acoplamento entre a região sensorial do canal e os lipídios da membrana. Este melhor 

acoplamento faz com que o canal consiga responder melhor aos movimentos da membrana, 

abrindo o gate com maior facilidade. Estes movimentos da membrana são transferidos para a 

região do poro pela α-hélice do domínio C-terminal e como isto é feito ainda não está muito 

claro, principalmente devido à falta de tempo de simulação. Uma vez transferido o 

movimento para hélice M4, esta se move de forma a girar as demais hélices do canal, em 

especial a hélice M2. As hélices M2 e M4 possuem um resíduo de leucina cada, que 

formariam então um gate hidrofóbico que se abriria com este movimento giratório. Um 

modelo que emerge de nossos resultados, para a abertura do TREK-1 sob efeitos físicos ou 

químicos, está esquematizado abaixo. 

 

Figura 72: Esquema representado o movimento de abertura do canal TREK-1. 
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 Apesar de todos os possíveis problemas com os modelos, acreditamos que nossos 

cálculos apresentam resultados que nos ajudam a compreender o mecanismo de 

funcionamento dos canais K2P e um pouco mais sobre efeito anestésico, tanto geral como 

local. Nosso modelo para este canal de potássio é a primeira caracterização detalhada, em 

escala atômico-molecular, da interação entre a região C-terminal do TREK-1 e a membrana, 

mostrando que o mecanismo de modulação destes canais deve estar diretamente 

relacionado a esta interação. Também é o primeiro trabalho a propor o modelo de gate, 

composto por resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, e o movimento de rotação das hélices 

transmembranares para que haja a abertura e fechamento deste. Temos, porém, em mente 

que nossos resultados não são totalmente conclusivos e que o conhecimento por completo 

do mecanismo de funcionamento dos anestésicos em escala atômico-molecular está ainda 

um pouco distante de ser completo. 
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6 – PERSPECTIVAS:  

 Os resultados até agora nos dão um grande indicativo do mecanismo de modulação 

dos canais K2P, em especial do TREK-1. Porém resultados mais conclusivos poderiam ser 

obtidos utilizando a membrana com POPC:POPS em todas as simulações, por tempos mais 

longos, de forma a ter um sistema mais realista. Pretendemos realizar estes cálculos no 

futuro, bem como os cálculos de uma membrana curvando-se para tentar obter diretamente a 

abertura do canal durante uma simulação por dinâmica molecular. Além disso, estes cálculos 

nos deram uma grande experiência para trabalhar com sistemas grandes e complexos que já 

estamos aplicando a outros sistemas, sendo que alguns deles seguem em anexo. 
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7 – ANEXOS: 

 Diversos trabalhos em paralelo foram realizados durante o tempo de realização desta 

tese. No final deste trabalho encontram-se anexos os artigos publicados ou em 

desenvolvimento para serem publicados, bem como alguns comentários sobre os demais 

trabalhos em andamento. Também há um capítulo para uma breve descrição sobre o 

sistema de computadores que implantamos no Laboratório de Modelagem e Dinâmica 

Molecular e que nos ajudou a realizar boa parte dos cálculos contidos nesta tese. 

 

7.1 – Artigo publicado; 

Bernardi, R. C., et al., (2006) – Theoretical Studies on Water-Tetracaine Interaction. 

 

7.2 – Artigo publicado; 

Bernardi, R. C., et al., (2007) – Water Solvent and Local Anesthtics: A Computational Study. 

 

7.3 – Artigo publicado; 

Bernardi, R. C., et al., (2007) – Density functional and molecular dynamics simulations of 
local anesthetis in 0.9% NaCl solution. 

 

7.4 – Artigo publicado; 

Bernardi, R. C., et al., (2009) – Molecular dynamics study of biomembrane/local anesthetics 
interactions. 

 

7.5 – Artigo aceito para publicação (Química Nova) – Colaboração com o departamento de 
física da Universidade Estadual de Londrina; 

Gobato, R., et al., (2010) – Estudo da Dinâmica Molecular de Agregação de Benzocaína em 
Solução Aquosa. 
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7.6 – Artigo em fase final de preparo – Colaboração com o IQ-UFRJ; 

Hoelz, L. V. B., et al. – The β1-adrenoceptor activation mechanism. 

 

7.7 – Artigo em fase final de preparo; 

Bernardi, R. C., et al. – Study of the free energy profiles of ethanol as drug vehicle for small 
molecules. 

 

7.8 – Artigo sendo escrito – Colaboração com o Instituto de Bioquímica Médica – UFRJ; 

Mendes, Y. S., et al. – Caracterização Biofísica da interação de peptídeos de fusão de 
flavivírus com modelos biomiméticos de membrana. 

 

7.9 – Trabalho em andamento – Colaboração com o Instituto de Bioquímica Médica – UFRJ ; 

Estudo de α-hélices polares em membranas biológicas. 

 

7.10 – Trabalho em andamento; 

The free-energy profile of a fullerene molecule crossing a bio-membrane. 

 

7.11 – Trabalho em andamento; 

Análise das Ligações Intermoleculares em Cadeias de Celulose – Desenvolvimento de uma 
Possível Ferramenta para Facilitar as Interaçòes Celulase-Substrato. 

 

7.12 – O cluster Jaguatirica; 

Recursos Computacionais. 

 

7.13 – Arquivo de parâmetros para MD; 

Exemplos de arquivos de parâmetros para cálculos de Dinâmica Molecular utilizando o 
software GROMACS e NAMD. 
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ANEXO 7.1 – ARTIGO PUBLICADO (BERNARDI ET AL. 2006): 
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ANEXO 7.2 – ARTIGO PUBLICADO (BERNARDI ET AL. 2007): 
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ANEXO 7.3 – ARTIGO PUBLICADO (BERNARDI ET AL. 2007): 
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ANEXO 7.4 – ARTIGO PUBLICADO (BERNARDI ET AL. 2009): 
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ANEXO 7.5 – ARTIGO PARA SER PUBLICADO (GOBATO ET AL. 2010): 
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ANEXO 7.6 – ARTIGO EM FASE FINAL DE PREPARO (HOELZ ET AL.): 

The β1-adrenoceptor activation mechanism   
L. V. B. Hoelz1, R. C. Bernardi2, M. G. Albuquerque1, J. F. M. da Silva1, P. G. Pascutti2, R. B. de 

Alencastro1 

1. LabMMol – Instituto de Química – Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil. 
2. Laboratório de Modelagem e Dinâmica Molecular – Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho – Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil. 
 

ABSTRACT: 

Human β1-adrenoceptor (β1-AR) is a seven helixes transmembrane protein, member of the large 

G-protein-coupled receptors superfamily, which has an essential role in the signal transduction 

pathway. The binding of the agonist to its extracellular receptor leads to a conformational change in the 

inner portion of the protein, triggering the activation of G proteins and raising the intracellular level of 

cAMP and Ca2+. Despite its importance, at molecular level, the activation mechanism of this protein 

still unknown. Therefore, using the state of the art molecular modeling tools, we provide in this work a 

functional human β1-AR model equilibrated in a membrane environment showing how the ionic lock 

mechanism works. We show that differently from the antagonist action, an agonist drug disturbs the 

protein causing a rotation of the transmembrane helixes. This rotary motion occurs in opposite 

directions in the inner and outer portion of the β1-AR, opening the ionic lock. 
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Introduction: 

The human β1-adrenoceptor (β 1-AR) is an integral membrane protein member of the large G-

protein-coupled receptors (GPCRs) superfamily, which shares a common structural motif of seven 

transmembrane helixes (7TMS domain), as shown in figure 1 (Wolf, 2008, Pierce, 2002, Vanni, 2009, 

Warner, 2008, Minneman, 2007, Kobilka and Deupi, 2007, Kobilka, 2008). This receptor is expressed 

in the heart, where it has an essential role in the regulation of the sympathetic tonus, acting as key 

intermediary in the signal transduction through the cellular membrane (Brodde et al., 2008). Therefore, 

activating molecules, i.e. agonists as catecholamines, bind to the extracellular receptor, which leads to a 

conformational change in the inner portion of the protein, resulting in activation of G proteins and a 

consequent rise in the intracellular level of cAMP and Ca2+. The elevation in the concentration of these 

intracellular messengers increases the heart rate and contractility, leading to a blood pressure raise. 

However, the binding of an antagonist, such as therapeutic agents for cardiovascular diseases (i.e. β-

blocker), do not cause changes in the protein conformational fold. 

 

Figure 1. Schematic representation of the β1-AR and its 7TMS motif. 

 

According to the literature, a common framework to describe the dynamic nature of the receptor 

activation is the proposal of equilibrium between inactive and active conformational states (Vanni et 

al., 2009, Kobilka and Deupi, 2007, Samama et al., 1993). However, the exact agonist-receptor 

interactions involved in the human β1-AR activation process still remain unclear (Vanni et al., 2009). 

Concerning the primary sequence of the protein, many experiments have identified well 

conserved regions in the GPRCs superfamily and observed that its disruption could lead to a change in 
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the equilibrium of the receptors inactive-active state (Kobilka, 2007, Vanni, 2009). The “ionic lock”, a 

salt bridge between a TM3 arginine and a TM6 glutamic acid, is described as the most important of 

those conserved regions (Kobilka and Depui, 2007, Vanni, 2009). 

The crucial contribution of β1-AR in the blood pressure regulation by the sympathetic nervous 

system promotes this receptor to an important therapeutic target for cardiovascular diseases. However, 

remains technically challenge to study the β1-AR structure by X-ray crystallography, since only a few 

GPCRs structures have been solved. So far, crystallographic data was acquired to bovine rhodopsin 

coupled to retinal (Palczewski et al., 2000), unliganded bovine opsin (Park et al., 2008), human β2-AR 

in complex with carazolol (Cherezov et al., 2007) and timolol (Hanson et al., 2008), and turkey β1-AR 

in complex with cyanopindolol (Warne et al., 2008).  

Since there are insufficient β1-AR experimental structural data, computational modeling could 

expand existing crystallographic information to provide insight to the ligand-bound receptor 

conformations (Reynolds, Katritch and Abagyan, 2009). In this work, we have investigated the human 

β1-AR activation to understand how the drug binds to the receptor, how the agonists and antagonists 

affect the protein dynamics and how the ionic lock mechanism works. Therefore, the molecular 

dynamics (MD) is an ideal method, since it provides a detailed picture of the structural and dynamic 

changes and an overview about hydrogen and ionic bond formation. 
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Materials and methods: 

Comparative modeling: 

The comparative modeling uses topologically equivalent experimental structures and is 

currently the best computational method for obtaining an accurate model of a protein (Cheng, 2008). In 

general, comparative modeling involves at least four main steps: (1) identify an suitable template 

protein (i.e., 3D structure of a protein solved experimentally) for a target protein (i.e., a sequence of a 

protein with unknown 3D structure); (2) generate an alignment between the template and the target; (3) 

create a model based on the alignment and the template structure; and (4) evaluate and refine the 

model. The two key factors to determine the quality of the comparative modeling method are the 

template structure and the alignment accuracy (Venclovas, 2003). 

Amino acid sequence of the human wild-type β 1-AR (CODE: P08588) was obtained from the 

EXPASY proteomic server (http://ca.expasy.org/). The template search was performed at the Blast 

server (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgihttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) using the Protein 

Data Bank (PDB) as database. The T-COFFEE algorithm was used to align the amino-acid sequences 

of the template proteins and the human β1-AR. Consequently, the multiple-alignment file was 

employed in the construction of the β1-AR model by MODELLER 9V7 software (Šali and Blundell, 

1993), which employs spatial restriction technique based on the 3D-template structure. This 

preliminary model was refined in the same software, with optimization protocol modified to nine 

cycles. The model structural evaluation was carried out by three algorithms in the SAVES server 

(http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES_3/): the stereochemical quality was analyzed using the 

PROCHECK software (Laskoswki et al., 1993), non-bonded atomic interactions in the structure were 

evaluated by ERRAT (Colovos and Yeates, 1993), and VERIFY 3D (Eisenberg, Lüthy and Bowie, 

1996), which determines the compatibility of an atomic model (3D) with its own amino acid sequence 
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(1D) by assigned a structural class based on its location, environment and comparing the results to 

good structures. 

 

Construction of the agonist and antagonist-β1-AR complex: 

The agonist (R-noradrenaline; NOR) and antagonist (S-propranolol; PRL) (Figure 2) had their 

structures built in the Spartan’06 software (Wavefunction, Inc). The docking of the ligands to the 

human β1-AR model binding site was performed with Moldock software (Thomsen and Christensem, 

2006), which uses a heuristic search algorithm that combines differential evolution with a cavity 

prediction algorithm. The MolDock scoring function used is based on a modified piecewise linear 

potential (PLP) with new hydrogen bonding and electrostatic terms included. Full description of the 

algorithm and its reliability compared to other common docking algorithm could be found in reference 

(Thomsen and Christensen, 2006). The search algorithm, MolDock optimizer, was used with a 

minimum of 40 runs, the biggest predicted cavity (867.84 Å3) was chosen as binding site, and the 

parameters setting were: population size = 100; maximum iteration = 2000; scaling factor = 0.50; 

offspring scheme = scheme 1; termination scheme = variance-based; crossover rate = 0.90.  

 

Figure 2: Structural representation of the ligands. At the top (R)-noradrenaline and at the bottom (S)-propranolol. 

 

Molecular Dynamics: 

The force-field parameters for the drugs were constructed, as usual (10), comparing the atomic 

distances, bond angles, dihedrals and Lennard-Jones parameters with amino-acids compounds, using 

the GROMOS96 force field (9). The partial charge of this drugs were calculated employing the method 

DFT/B3LYP (1-4) with the 6-31-G** basis set (5-6) in Gaussian03 package (7), using the ChelpG 

scheme to fit the molecular electrostatic potential (8).  
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The parameters for the POPE (1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylethanolamine) bilayers were 

obtained based on Dr. Tieleman’s work (18). The systems were composed by the protein, 

approximately 280 POPE and 22.000 water molecules, using the SPC water model (11). Periodic 

boundary conditions were employed and all the simulations were carried out in the NPT ensemble, 

using the GROMACS 4 package (19). 

The systems were thermodynamically coupled to a 310 K using the Berendsen thermostat (12) 

and isotropic pressure coupling using the Parrinello-Rahman barostat (13-14). Electrostatic interactions 

were represented by Particle-Mesh Ewald (PME) with cut-off of 1.1 nm (15), while van der Waals 

interactions were switched from 0.9 nm to 1.2 nm. All bonds were constrained using the LINCS 

algorithm (16), the geometry of SPC water molecules were constrained using the SETTLE algorithm 

(17) and the time-step for integration was set to 2.0 fs. An initial water/membrane relaxation dynamics 

were carried out during 2.0 ns for system equilibration, keeping the protein position constrained. 

Production runs were performed during 60 ns. 
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Results and Discussion: 

Determine the structure of a protein is a key to understand its function and to the development 

of drugs to treat related disease (Fan, 2006). Since the structure of the human β1-AR still unknown, we 

have done a comparative modeling using the proteomic region between Ala40 and Ala398 residues. 

This part of the proteome includes the entire 7TMS domain, excluding only the intra and extracellular 

motifs of the receptor which do not interact with the ligands (Warne et al., 2008). 

Therefore, to determine the best 3D structure to construct the human β1-AR model, we 

compared the sequence identities and similarities, E-values, crystal resolutions, and structural motifs of 

proteins from the PDB, using the BLAST server. The selected protein templates (the human β2-AR, 

PDB code:  2RH1; and the turkey β1-AR, PDB code: 2VT4) share a sequence identity of 55% and 67% 

and a similarity of 65% and 76%, respectively, covering almost 100% of the selected part of the human 

β1-AR proteome (Ala40-Ala398) with high statistical significance (E-value = 6e-132, 2VT4; and E-value 

= 2e-79; 2RH1). Furthermore, these two template crystals present the best resolution amongst the GPCR 

3D structure present in PDB (2.70; 2VT4; and, 2.40 Å; 2RH1).  

The evaluation of the human β1-AR model, constructed by MODELLER package, was carried 

out by PROCHECK, ERRAT, and VERIFY 3D software. The stereochemistry quality was evaluated 

from the Ramachandran plot, as well as the graphics of the main and side chains parameters, generated 

by PROCHECK program. This plot shows that 100% of the residues are in the most favored and 

additional allowed regions, confirming the excellent quality of β1-AR model (Figure 3). 
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Figure 3. Ramachandran plot of the human β1-AR, the glicine residues are represented by triangles, while the other residues 

are identified by squares. The red and yellow colors represent the combination of φ e ψ angles related to the most favorable 

and additional allowed regions, respectively. The light yellow and white colors are related to generously allowed and 

disallowed regions. Residues in the most favored regions are 94.7%, while others are in an additional allowed region. 

An evaluation of six main-chain proprieties (Ramachandran plot; peptide bound planarity; Bad 

non-bonded interactions; Cα tetrahedral distortion; main-chain hydrogen bond energies; overall G-

factor) by comparison with well refined structures at similar resolution was carried using the 

PROCHECK software. These analyses show that all the main-chain and side-chain proprieties are at 

standard levels. 

Two other analyses were carried out to evaluate the structure quality, the first one, using the 

ERRAT software, shows that the human β1-AR model presents only a few regions with bad contacts, 

which could be related to the small gap presented in the alignment file, and a high overall quality factor 

of 88,15%. Then, using the Verify 3D software, we analyzed the compatibility of an atomic model (3D) 

with its own amino acid sequence (1D). This analysis shows a good compatibility (70.28%) between 

the human β1-AR model and its primary sequence.    

 This β1-AR model was used to carry out a 60ns MD simulation in a water-membrane 

environment. During this dynamics, we do not observe any significantly change in the protein 
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conformational arrangement. The structure had a very good coupling to the membrane and all the 

transmembrane helix were preserved during the simulation.  

Since our model shows a good agreement with the literature and it seems to be stable, we 

employed a molecular docking strategy to couple the agonist and antagonist drugs to the protein 

binding site. A previous test was done using the (S)-cyanopindolol structure into the human β1-AR 

model, in order to observe whether the active site was maintained in the comparative modeling 

procedure. The ligand-protein binding site had produced a very high score, similar to those observed 

experimentally using the turkey β1-AR structure. This result was not a surprise, since the human and 

turkey β1-AR had 100% of identity in the binding site. 

 The coupling between the (S)-propranolol to the protein model produced the expected docking 

poses to the antagonist binding site. This results were similar to those obtained to the (S)-

cyanopindolol, probably due to its high structural similarity (Baker et al., 2008; Warne et al., 2008). To 

(R)-noradrenaline, an agonist, its docking to the ligand-binding had produced an expected ligands 

poses. However, the putative hydrogen bonds between the ligand catechol ring hydroxyl moieties and 

the TM5 serine side chains are longer than the regular hydrogen bond distances (Williams and 

Ladbury, 2003). 

As did to the β1-AR model, over 60ns of MD simulations were carried out to relax each of the 

systems: β1-AR + NOR and β1-AR + PRL. The conformational arrangement of the protein had no 

significantly changes during those simulations. To analyze the structure stability in each segment of the 

protein, we carried out the structure standard deviation floating analysis during the last 30 ns of 

simulations. The plot (Figure 4) shows that there is no major variation in the structure stability, and the 

most flexible area is the region between the TM5 and TM6 helix, in the intracellular protein domain. It 

was expected since this region has no detailed structural information in similar proteins, as well as it is 

a region formed predominantly by random coil secondary structure. Despite the ionic lock opening, that 
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will be shown soon, in the β1-AR + NOR system, there is no major variation in the stability of the 

secondary structure, which means that the drug does not change the protein fold and is not making the 

protein unstable.  

 

Figura 4. The plot shows the root mean square standard deviation of the β1-AR residues during the 60ns of simulation. At 

the top, we show an illustrative representation of the protein secondary structure to facilitate the analysis. In black β1-AR, 

red β1-AR + NOR and green β1-AR + PRL. 

 

To analyze the ionic lock during the dynamics, we monitored the distances between two 

residues side chain groups, the guanidine of the Arg156 and the carboxyl of the Glu319. As suggested 

in the literature, Figure 5 shows the ionic lock closed in the drugless system during the entire MD 

simulation. Concerning the drug activity, the plot shows that (S)-propranolol also keeps the ionic lock 

closed and (R)-noradrenaline opens it, which were already expected. When opened, as represented in 

the Figure 6, the distance between the guanidine nitrogen and the carboxylate oxygen is approximately 

1.5 nm. In this conformation, the TM3 and TM6 are rotated, which increases the water solvation in the 

protein inner portion. 
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Figure 5. The Plot represents the minimum distance between the guanidine group of the Arg156 side chain and the 

carboxylate group of the Glu319 side chain, in each system. In black β1-AR, red β1-AR + NOR and green β1-AR + PRL. 

 

To understand the protein movement that leads to the ionic lock opening, we analyzed if the 

(R)-noradrenaline changes the electrostatic surface of the protein. We had plot the electrostatic surface 

of the β1-AR in each different system, which do not show major variations in the surface indicating that 

this is not the major mechanism of the ionic lock (data not show). 
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Figure 6. Illustration of the β1-AR in the closed (black) and opened (red) conformation of the ionic lock. The opened 

conformation was caused by the binding of the (R)-noradrenaline (yellow) to the β1-AR model. 

 

Using the Dynamite software (20), a web server based upon several other software packages (21 

-23), we analyzed the protein motion during the β1-AR + NOR molecular dynamics trajectory (Figure 

7A). The analysis shows that the combined movements of the transmembrane helixes are opposites in 

each side of the protein and they have different intensities. From the intracellular point of view, the 

intensity of the movement of the extracellular portion in the clockwise direction is greater than the 

counter clockwise movement of the inner portion of the protein. 
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Figure 7. Representation of the principal collective motion of the β1-AR, using the Dynamite porcupine scheme. A: entire 

protein motion with an illustrative view of the torsion of the transmembrane helixes; B: representation of the protein surface 

and the TM3 and TM6 position. C: TM3 and TM6 motion. D: the ionic lock and the TM3 and TM6 motion. In green, we 

show the TM6 helix and its Glu319 residue, in yellow the TM3 helix and its Arg156 residue, in blue the porcupine 

representation showing the motion direction and relative amplitude. 

 

When we analyzed the TM3 and TM6 movements, we observed that the motions of these two 

helixes are leading to a disruption of the ionic lock (Figure 7). The analysis shows that the central 

portions of the helixes are not having a significant movement, and the opening of the ionic lock is 

related to the transmembrane helixes torsion caused by the agonist bind in the outer portion of the 

protein. 
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Conclusions: 

The lack of structural information of transmembrane proteins is a remarkable challenge in the 

knowledge of those mechanisms. Even class A GPCRs proteins, as the β1-AR, which are of overriding 

importance in the signal transduction through the cell membrane, do not have detailed information of 

its action at molecular level in the literature. Experiments have indicated that the activation of class A 

GPCRs could involve a contraction of the TM helixes at the extracellular receptor side, resulting from 

rotational and translational movements of helixes TM4, TM5, TM6, and TM7 (Gouldson et al., 2004). 

Overall, we provide in this work a functional human β1-AR model equilibrated in the membrane 

environment, showing how the ionic lock mechanism works. From the structure, we conclude, in 

agreement with a plethora of experimental findings, that the β1-AR activity involves its 7TMS rotation. 

The binding of antagonist drugs does not change the structure of the protein, neither their state, but 

protects the binding of another drug in the protein binding site, keeping the ionic lock closed. Instead, 

the agonist, when binding to its site in the outer portion of the protein, disturbs this region causing a 

huge rotation in the 7TMS, which occurs in opposite directions in the inner and outer portion of the β1-

AR. These rotation movements are common in transmembrane helixes protein (i.e. ionic channels) and 

it opens the ionic lock allowing the G protein activation. 
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ANEXO 7.7 – ARTIGO EM FASE FINAL DE PREPARO (BERNARDI ET AL.): 

Study of the free energy profiles of ethanol as a 

drug vehicle for small molecules. 

Bernardi, R. C., Treptow, W., Klein, M. L., et al. 

 

Abstract: 

 

The cell membrane behaves as a most important barrier for small peptides and 

drugs that needs to act in the inner portion of the cell. Therefore, it is a quite regular that 

changes in the membrane structure and permeability are necessary. To understand such 

process, we have used the ethanol molecule in a water membrane interface, once it is 

known that this drug works to increase the partition of other molecules in the interface as 

well as their own partition. Molecular Dynamics simulations are performed, using the 

Adiabatic Biasing Force method to calculate the free energy profile of ethanol in a 

reaction axis from the water to the membrane. As expected, the free energy profile of this 

alcohol, at different concentrations, shows that the highest concentration have the small 

free energy barrier to the drug cross the interface. Studying the system and isolating the 

hypothesis, we saw that increasing the area per lipid and consequently increasing the 

solvation of the membrane, the bilayer turn to be more permeable to amphiphilic 

molecules, because of the electrostatic shield in the lipid polar head and the increase of 

the tails fluidity.  
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Introduction: 

The transport of molecules through the 

cell membrane is very important for many 

biological processes. Several hormones, small 

peptides and other classes of molecules and 

drugs, cross the membrane without the 

assistance of a protein or enzyme that assists 

such process. The diffusion of such molecules 

is a complex process because the cell 

membrane is an important barrier. A statistical 

mechanics insight of the problem is that, in 

order to penetrate the cell, alone or with the 

assistance of some other substance, must 

change their free energy partition on water-lipid 

interface. Consequently, they must change 

some structural properties of the lipid bilayer. 

The membrane is a remarkable obstacle 

due to its hydrophobic core and polar head, 

which also provides an extraordinary ambient 

for amphiphilic molecules, like alcohol and 

some drugs, such as local anesthetics. The 

hydrophobic portion of these drugs interacts 

with the lipid tails, while the hydrophilic 

portion interacts with the polar head groups, 

aligning these small molecules with the 

interface perpendicular axes  (Dickey & Faller, 

2007) (Pedersen, Peters, & Westh, 2007) 

(Aagaard, Kristensen, & Westh, 2006). Perhaps 

for that reason, there are many studies 

concerning the interaction between small 

molecules and membranes or membrane 

proteins, however none of them study this 

problem with statistical mechanics tools. 

In this work we chose the ethanol 

molecule as a test, since it is well known that it 

changes the permeability of the membrane to 

other drugs as well as their own permeability. 

To understand how this process occurs, we 

have used the ABF method in order to obtain 

the free energy profile at different 

concentrations of the ethanol molecule 

penetrating the membrane. The alcohol-

membrane system is good for this study 

because it has been quite studied by other 

experiments, which leads us to a better 

understanding of the process. Also a study 
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about the behavior of the alcohol molecule in 

water, as well as in membranes, helps us since 

several studies of the behavior of the molecule 

of alcohol in water were made, both theoretical 

and experimental (Leonenko, et al., 2004). 

Some of these works are distinguished by an 

excellent analysis on details of the interaction, 

such as in the study about of methanol-water 

interaction performed by Bako (Bako, et al., 

2008). 

Regarding the study of membrane, an 

effect on lateral pressure was seen in several 

works. They showed that the increase of the 

alcohol concentration reduces the surface 

tensions at the head-group/solvent and head-

group/tail-group interfaces, as well as the 

lateral pressures in the head-group and tail-

group regions (Frischknecht, et al., 2006) 

(Terama, et al., 2008). Also it was suggested 

that changes in the local pressure across a 

membrane would induce changes in membrane 

proteins, like ion channels (Terama, et al., 

2008) (Cantor, 1997) (Cantor, 1997). In 

addition to an increase in the lateral pressure, 

several studies, theoretical and experimental, 

have shown an increase in the lipid area up to 

30% when the ethanol concentration is over 3.0 

M, however the information is contradictory 

due to the variation in the membrane thickness. 

Some studies suggest that there are no major 

variations in the membrane thickness while 

others found significant variations (Dickey, et 

al., {2005}) (Ly, et al., 2004) (Leonenko, et al., 

2004). 

Analysis using FTIR and NMR 

spectroscopic shows that alcohol has a non-

stereospecific binding capacity for membrane 

surface molecules and such binding occurs at 

sites that are otherwise occupied by hydrogen-

bonded water (Klemm, 1998). Other studies, 

theoretical and experimental, shows hydrogen 

bonds between the ethanol and the polar head 

groups of the lipids, but, due to their 

amphiphilic characteristic, the ethanol has a 

higher probability of being attached in the 

region just below the membrane polar head 

(Patra, et al., 2006) (Feller, et al., 2002). For 

that reason, it has been shown an increase of the 
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fluidity of the membrane lipid tails, as 

illustrated by Pedersen (Pedersen, et al., 2007) 

in a theoretical study of 1-hexanol in DMPC 

membranes. 

Ethanol as drug vehicle: 

These changes in the membrane fluidity 

could explain the use of ethanol as a drug 

vehicle. To test what happens to the free energy 

profile of a drug in two different concentrations 

of ethanol, we carried out similar calculations 

for the local anesthetic benzocaine (BZC). This 

drug was chosen because it is well known that 

its most important site of action of drug is in 

the inner portion of sodium channels. 

Therefore, these molecules must to cross the 

membrane, although it is known that its 

amphiphilic character makes it favorable to be 

attached in water-membrane interface 

(Bernardi, et al., 2009). 

Through experimental results using 

human and pig skin and local anesthetics, Lee 

showed that ethanol appeared to be able to 

increase drug flux only by improving drug 

solubility (Lee, et al., 2006). Ethanol as vehicle 

for local anesthetic benzocaine was studied in 

at least two works (Chen, et al., 1996) (Wang, 

et al., 2000), that showed that the effect of 

ethanol concentration on benzocaine membrane 

solubility appears to be much smaller than its 

effect on the diffusivity. The authors suggested 

in this study that the relationship between 

diffusivity and membrane swelling is in 

excellent agreement with the general free 

volume theory. Wang showed that with the 

knowledge of the dependence of benzocaine 

and ethanol diffusivities on ethanol activity, the 

activity profile of ethanol across the membrane 

can be calculated, and the effective diffusivity 

of benzocaine can then be predicted (Wang, et 

al., 2000). 

Our work aims to combine structural 

and thermodynamics data, which should 

provide a successful approach to elucidate 

membrane–solute interrelationships. Some 

studies have performed experimental analysis 

of changes in free-energy of membrane 

partitioning for homologous series of solutes 

(Seeman, 1972) (Rowe, et al., 1998), but we are 
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not aware that the free energy profile has been 

studied. Therefore, we performed calculations 

of molecular dynamics of the ethanol-

membrane (1-stearoyl-2-oleoyl-

phosphatidylcholine - SOPC) system and also 

in the benzocaine-ethanol-membrane system. 

The molecular dynamics is an ideal method to 

study these systems, since it provides a detailed 

picture of the structural and dynamic changes 

and an overview about hydrogen bond 

formation. Furthermore we can set test 

experiments changing some interactions, such 

as electrostatics, which is impossible to be done 

experimentally. 

Methods: 

The simulations in this work were 

performed with the NAMD molecular 

dynamics package, with the implementation of 

the ABF module. The CHARMM27 force field 

was used to describe all systems. The water 

model used was TIP3P, the membrane was 

SOPC and the parameters for ethanol and for 

benzocaine were obtained from ab-initio 

calculations B3LYP/6-31G ** with partial 

charges calculated by the ChelpG scheme. 

For all simulations the temperature was 

maintained at 300 K using Langevin dynamics 

to pressure and temperature coupling. 

Electrostatic interactions were treated with the 

PME method and the motion equations were 

integrated using the r-RESPA multiple time 

step scheme to upgrade the van der Waals 

interactions for every 2 steps and electrostatics 

every 4 steps, truncating the interactions to 11.0 

Å. The step of integration was fixed to 1.0 fs 

for all simulations performed in this work. 

Initial 20 ns simulations were performed to 

balance the dynamics of the system before 

using the ABF.  

Results and Discussion: 

Using molecular dynamics methods 

near the equilibrium, specifically using 

Adaptative Biasing Force (ABF), we can 

acquire the free energy profile for an ethanol 

molecule in the water-membrane interface, in 

different concentrations of this alcohol. 

Therefore, a reaction coordinate that extends 
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penetration of other molecules, as the diagram 

in Figure 6. 

 

 

Figure 6:  

The model presented by analysis of the 

free energy profile suggests a universal 

mechanism for increasing the self-partition of 

amphiphilic molecules in biological 

membranes. The mechanism of operation of 

this model is important to understand assisted 

permeation in membrane, as molecules that 

alone will not permeate the bilayer and require 

that the membrane shielding be reduced. 
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ANEXO 7.8 – RESUMO DE TRABALHO SENDO ESCRITO (MENDES ET AL.): 

CARACTERIZAÇÃO BIOFÍSICA DA INTERAÇÃO DE PEPTÍDEOS DE FUSÃO DE 

FLAVIVÍRUS COM MODELOS BIOMIMÉTICOS DE MEMBRANA  

1MENDES,Y.S.; 1ALVES,N.S.; 1SOUZA,T.L.F.; 1SOUSA Jr,I.P.; 1BIANCONI,M.L.; 2BERNARDI,R.C.; 2PASCUTTI,P.G.; 1SILVA,J.L; 1GOMES,A.M.O. & 

1OLIVEIRA,A.C. 

1Instituto de Bioquímica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil, 2Instituto de Biofísica 

Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. 

 

Os Flavivírus são responsáveis por causar doenças de grande impacto global, 

como Febre Amarela, Dengue e Febre do Oeste do Nilo. Estes arbovírus entram nas 

células por endocitose, onde as proteínas de envelope sofrem uma alteração 

conformacional e expõem um peptídeo de fusão (PF), que se insere dentro de uma 

membrana alvo e induz o processo de fusão. 

Embora este mecanismo geral da fusão seja bem aceito, o modo pelo qual os 

PFs de Flavivírus executam este papel permanece desconhecido. Assim, o objetivo 

deste trabalho é avaliar o grau de interação de peptídeos de fusão de Flavivírus com 

modelos biomiméticos de membrana. As propriedades de interação de dois PFs de 

Flavivírus foram estudadas através de metodologias biofísicas, como espectroscopia 

de fluorescência, dicroísmo circular, calorimetria e dinâmica molecular. 

Os resultados indicam que ambos os peptídeos foram capazes de interagir com 

diferentes modelos de micelas e membranas, induzindo o processo de desmicelização 

e alterando a fluidez da membrana. O aumento da força iônica induz a perda da 
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contribuição entálpica em todas as temperaturas analisadas, apresentando-se como 

um processo endotérmico e entropicamente favorecido. 

 

Figura 1: Ilustração da Dinâmica Molecular do peptídeo de fusão em uma mebrana de 
POPE. A esquerda o peptídeo Wild Type e a direita o mutante. 

 

Em solução, os peptídeos exibem essencialmente uma conformação randômica, 

entretanto, na presença de membranas, os peptídeos apresentaram uma estrutura em 

dobra mais estável. A caracterização destas interações pode ajudar a compreender os 
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processos moleculares que levam à desestabilização de membranas, importante para o 

mecanismo de fusão. Além disso, para identificar moléculas que inibam 

especificamente etapas cruciais do ciclo de infecção destes vírus, é necessário 

conhecer detalhes bioquímicos e caracterizar estruturalmente as proteínas virais 

essenciais neste processo. 
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ANEXO 7.9– RESUMO DE TRABALHO EM ANDAMENTO: 

Estudo de α-hélices polares em membranas biológicas. 

Em colaboração com o grupo do Prof. Sérgio Ferreira do Instituto de Bioquímica 

Médica temos trabalhado na análise de α–hélices transmembranares que apresentam 

uma polaridade e estariam relacionadas ao mal de Alzheimer. Neste estudo mostramos 

que estas hélices, sentem a presença do potencial de membrana, se deslocando na 

bicamada de acordo com este potencial. 

 

Figura 1: Posição do Cα da ILE no eixo z, perpendicular ao plano da superfície da 
membrana com potencial de 60mV (preto) e –60mV (vermelho). A origem do eixo de 
coordenadas esta localizada no centro da membrana. A média dos valores indica um 
deslocamento de 2.5 Å entre os valores dos dois potenciais. Os valores foram obtidos 
nos últimos 350 ns de dinâmica. A simulação completa foi realizada por 700 ns, sendo 
que os primeiros 200 ns foram utilizados para relaxar o sistema sem potencial de 
membrana e os 150 ns seguintes para relaxar o sistema com os potenciais de -60mV e 
60mV.  
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 Acompanhando um átomo de referência, no caso um Cα de um resíduo de ILE 

na região central da α-hélice, vimos que existe um grande deslocamento da mesma 

dentro da membrana, como ilustrado no gráfico da Figura 1. Este deslocamento pode 

influenciar o ponto de clivagem da hélice por uma enzima que trabalha nesta região 

transmembranar, o que poderia gerar clivagens em pontos errados. Estas clivagens 

poderiam estar levando a proteína clivada a formar fibras que seriam responsáveis pela 

doença de Alzheimer. 

 

  



Rafael C. Bernardi   235 

ANEXO 7.10 – RESUMO DE TRABALHO EM ANDAMENTO: 

The free-energy profile of a fullerene molecule crossing a bio-membrane. 

Fullerenes are a variety of molecules composed just for carbons. The 

buckministerfullerene, also know as buckyball is the most famous component of this 

family of molecules. It is also the most common in terms of natural occurrence, as it can 

often be found in soot. The biological importance of this molecule have been studied in 

the last few years, proving that this molecule can interact with some proteins, enzymes 

and some other molecules inside the cell. To that, the buckyball needs to cross the 

biological membrane, what is very complicated once this lipid bilayer is the biggest 

barrier for any molecule that needs an exchange of media.  

Using molecular dynamics methods near to the equilibrium, specifically using 

Adaptative Biasing Force (ABF), we can get the free energy profile for a 

buckminsterfullerene (C60) molecule in the water / bio-membrane interface.  

 

Introduction: 

 Fullerene systems, as well as other types of carbon nanoparticles, are promising 

candidates for many medical technologies. It have been discussed the use of those 

molecules in process such as drug delivery, DNA cleavage, inhibition of HIV-protease 

and other enzymes, photochemistry therapy and a bunch of different systems. 
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Figure 1: Illustration of the interaction of fullerene with stearoyl-2-oleoylphosphatidylcholine 

(SOPC) membrane, performed to obtain the fullerene penetrating a membrane free-energy profile. 

 Since the membrane is a remarkable obstacle due to its hydrophobic core and 

polar head, understanding the fullerene behavior in biological membranes is of 

paramount importance, once this molecule have been proposed to be used as drug 

vehicle and its largely use could have environmental implications. 

In this work we have used molecular dynamics methods near equilibrium, in particular 

the Adaptative Biasing Force (ABF) method, from which we determine the free energy 

profile for a buckminsterfullerene (C60) molecule in the water / bio-membrane interface. 

Methods: 

 The simulations in this work were performed with the NAMD molecular dynamics 

package, with the implementation of the ABF module. The CHARMM27 force field was 

used to describe all systems. The water model used was TIP3P, the membrane was 

SOPC and the parameters for fullerene were obtained from ab-initio calculations 

B3LYP/6-31G ** with partial charges calculated by the ChelpG scheme. 
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 For all simulations the temperature was maintained at 300 K using Langevin 

dynamics to pressure and temperature coupling. Electrostatic interactions were treated 

with the PME method and the motion equations were integrated using the r-RESPA 

multiple time step scheme to upgrade the van der Waals interactions for every 2 steps 

and electrostatics every 4 steps, truncating the interactions to 11.0 Å. The step of 

integration was fixed to 2.0 fs for all simulations performed in this work. Initial 2.0 ns 

simulations were performed to balance the dynamics of the system before using the 

ABF. 

First Results: 

 The free-energy profile for a fullerene molecule penetrating a lipid bilayer is 

shown in Figure 2. The plot shows that there is no energy barrier inside the membrane, 

wich was expected since the fullerene is very hydrophobic. The graphic shows a very 

deep energy minimum in the lipid tail region, reaching approximately -18 Kcal/mol. 

 The properties shown by the fullerene free-energy profile indicates that carbon 

nanoparticles composed exclusively of carbon may be an excellent vehicle to cross the 

polar region of biological membranes. However, a energy well as deep as shown in the 

Figure 2 indicates that pure fullerenes could not leave the central region of the lipid 

bilayer. The use of this type of molecule in drug delivery, as a carrier for hydrophilic 

molecules, or even functionalized fullerene structures, seems to be a promising tool in 

the design of new drugs. 



Rafael C. Bernardi   238 

 

Figure 2: Potential of mean force (PMF) of fullerene as a function of its distance from the central 

plane of the lipid bilayer. 

 

Perspectives: 

 Fullerenes are entirely insoluble in water, but suitable functionalization makes 

this molecules soluble. Studies on water-soluble fullerene derivatives led to the 

discovery of the interaction of organo-fullerenes with DNA, proteins, and living cells. A 

functionalized fullerene, or even a carbon nanotube, could have special characteristics 

that guide it to specific cells. It could be very useful to bring drugs or other types of 

molecules inside the cell. 

We are now starting to study the free-energy profile of fullerenes behavior as a carrier of 

hydrophilic drugs that must to cross the cell membrane. We are trying to understand if 

the relationship between the fullerene hydrophobicity is stabilized by the drug 
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hydrophilicity. We aim to create a fullerene derivate that has a free-energy profile with 

no barrier or wells.  
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ANEXO 7.11 – PROJETO DE TRABALHO EM ANDAMENTO – PÓS-DOUTORADO: 

Análise das Ligações Intermoleculares em Cadeias de Celulose – 

Desenvolvimento de uma Possível Ferramenta para Facilitar as Interações 

Celulase-Substrato. 

Devido à constante busca de novas matrizes energéticas, especialmente com o 

possível fim das reservas mundiais de petróleo cujas explorações são economicamente 

viáveis, a pesquisa para produção de combustíveis renováveis vem se destacando. No 

Brasil, o etanol proveniente da cana-de-açúcar já vem sendo utilizado com bastante 

sucesso. Porém, como apenas o líquido da cana-de-açúcar é aproveitado, uma grande 

quantidade de resíduos, até então inúteis, é deixada. 

 Este material é uma enorme fonte de biomassa para produção de combustíveis, 

conhecidos como biocombustíveis de segunda geração. No entanto, o acesso à 

celulose (fonte de energia) pelas celulases (enzimas que hidrolisam a celulose) é 

fortemente influenciado pelo processo de recalcitrância, devido às estruturas da parede 

celular e da estrutura cristalina da celulose, que dificultam o acesso da enzima ao 

substrato. A estrutura cristalina das fibras de celulose já é por si um grande obstáculo, 

visto que alguns tipos de celulases não têm atividade contra o substrato nesta forma. 

Diversos estudos estruturais destacaram a importância de uma rede de ligações 

hidrogênio entre as fibras na estabilização da mesma. Faz-se clara a necessidade do 

entendimento desse processo de estruturação da celulose para o processo de 

produção de biocombustíveis, tanto através do uso de celulases como através de 

outras tecnologias que dispensem a utilização destas enzimas. 
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Para desenvolver uma técnica de separação destas fibras, metodologias de 

simulação computacional são de grande importância. A modelagem molecular nos 

remete aos princípios gerais das dinâmicas clássicas e quânticas e aos princípios de 

extremos envolvendo grandezas físicas. Podemos utilizar ferramentas amplamente 

empregadas na física como método de estudo para o comportamento de sistemas 

biológicos, principalmente no campo da simulação de sistemas dinâmicos. 

 

 

Figura 1: Corte da estrutura da celulose envolvida por moléculas de água após 60 

ns de simulação, mostrando as ligações de hidrogênio intercadeias. 
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A simulação computacional vem desenvolvendo-se muito nos últimos anos, 

principalmente com o avanço dos computadores. Isto está ajudando no 

desenvolvimento de diversas áreas, como a bioquímica e a engenharia de materiais. 

Métodos envolvendo aproximações clássicas para sistemas quânticos expandiram-se 

muito rapidamente na última década. Porém com o avanço dos computadores e 

também dos métodos de computação paralela podemos cada vez mais simular 

sistemas maiores de maneira quântica e não clássica, podendo compreender com mais 

detalhadamente o processo de formação destas fibras. 
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processamento, para que pudéssemos trabalhar com grandes sistemas, como os 

canais apresentados neste trabalho. 

O sistema operacional do nosso cluster é o Linux Ubuntu 9.10 64bits Server e as 

filas para os trabalhos são gerenciadas pelos softwares PBS-Torque e Maui. Diversos 

softwares para cálculos de modelagem molecular estão instalados neste sistema e 

cerca de 20 pessoas utilizam diretamente os recursos desta máquina atualmente.  
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ANEXO 7.13 – ARQUIVO DE PARÂMETROS (GROMACS E NAMD): 

 Exemplos de arquivos de parâmetros para cálculos de Dinâmica Molecular 

utilzando o software GROMACS e NAMD: 

 

Na realização de cálculos de dinâmica molecular uma das etapas de maior 

importância é a escolha dos parâmetros a serem incluídos no arquivo de configuração 

do sistema a ser simulado. Neste arquivo incluímos infomações sobre os métodos 

utilizado para detalhe da simulação, como por exemplo o método de tratamento 

eletrostático ou os parâmetros que determinarão o ensemble  que estamos simulando. 

A seguir temos dois exemplos destes arquivos, um para o GROMACS e outro para 

NAMD, utilizandos em nosso trabalho. 

 

GROMACS (Arquivo de parâmetros .mdp): 

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS: 

; Preprocessor information: use cpp syntax. 

include                  = 

define                   = 

; RUN CONTROL PARAMETERS 

integrator               = md 

; Start time and timestep in ps 

tinit                    = 0 

dt                       = 0.002 

nsteps                   = 500000 

; For exact run continuation or redoing part of a run 

; Part index is updated automatically on checkpointing (keeps files separate) 

simulation_part          = 1 
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init_step                = 0 

; mode for center of mass motion removal 

comm-mode                = Linear 

; number of steps for center of mass motion removal 

nstcomm                  = 1 

; group(s) for center of mass motion removal 

comm-grps                = System 

; Max number of iterations in relax_shells 

niter                    = 20 

; Step size (ps^2) for minimization of flexible constraints 

fcstep                   = 0 

; Frequency of steepest descents steps when doing CG 

nstcgsteep               = 1000 

nbfgscorr                = 10 

; TEST PARTICLE INSERTION OPTIONS 

rtpi                     = 0.05 

; OUTPUT CONTROL OPTIONS 

; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f) 

nstxout                  = 5000 

nstvout                  = 5000 

nstfout                  = 5000 

; Output frequency for energies to log file and energy file 

nstlog                   = 1000 

nstenergy                = 1000 

; Output frequency and precision for xtc file 

nstxtcout                = 1000 

xtc-precision            = 1000 

; This selects the subset of atoms for the xtc file. You can 

; select multiple groups. By default all atoms will be written. 

xtc-grps                 = 

; Selection of energy groups 

energygrps               = POPC     Protein   SOL   NA+  CL- 

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS 

; nblist update frequency 

nstlist                  = 5 

; ns algorithm (simple or grid) 

ns_type                  = grid 

; Periodic boundary conditions: xyz, no, xy 
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pbc                      = xyz 

periodic_molecules       = no 

; nblist cut-off 

rlist                    = 1.3 

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW 

; Method for doing electrostatics 

coulombtype              = PME 

rcoulomb-switch          = 0 

rcoulomb                 = 1.3 

; Relative dielectric constant for the medium and the reaction field 

epsilon-r                = 1 

epsilon_rf               = 1 

; Method for doing Van der Waals 

vdw-type                 = Switch 

; cut-off lengths 

rvdw-switch              = 1.1 

rvdw                     = 1.3 

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure 

DispCorr                 = EnerPres 

; Extension of the potential lookup tables beyond the cut-off 

table-extension          = 1 

; Seperate tables between energy group pairs 

energygrp_table          = 

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid 

fourierspacing           = 0.12 

; FFT grid size, when a value is 0 fourierspacing will be used 

fourier_nx               = 0 

fourier_ny               = 0 

fourier_nz               = 0 

; EWALD/PME/PPPM parameters 

pme_order                = 4 

ewald_rtol               = 1e-05 

ewald_geometry           = 3d 

epsilon_surface          = 0 

optimize_fft             = yes 

 

; IMPLICIT SOLVENT ALGORITHM 

implicit_solvent         = No 
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; GENERALIZED BORN ELECTROSTATICS 

; Algorithm for calculating Born radii 

gb_algorithm             = Still 

; Frequency of calculating the Born radii inside rlist 

nstgbradii               = 1 

; Cutoff for Born radii calculation; the contribution from atoms 

; between rlist and rgbradii is updated every nstlist steps 

rgbradii                 = 2 

; Dielectric coefficient of the implicit solvent 

gb_epsilon_solvent       = 80 

; Salt concentration in M for Generalized Born models 

gb_saltconc              = 0 

; Scaling factors used in the OBC GB model. Default values are OBC(II) 

gb_obc_alpha             = 1 

gb_obc_beta              = 0.8 

gb_obc_gamma             = 4.85 

; Surface tension (kJ/mol/nm^2) for the SA (nonpolar surface) part of GBSA 

; The default value (2.092) corresponds to 0.005 kcal/mol/Angstrom^2. 

sa_surface_tension       = 2.092 

; OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS 

; Temperature coupling 

Tcoupl                   = nose-hoover 

; Groups to couple separately 

tc-grps                  = POP    SOLV    Protein 

; Time constant (ps) and reference temperature (K) 

tau-t                    = 0.1    0.1    0.1 

ref-t                    = 308    308    308 

; Pressure coupling 

pcoupl                   = parrinello-rahman 

pcoupltype               = isotropic 

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar) 

tau-p                    = 1 

compressibility          = 4.5e-5 

ref-p                    = 1 

; Scaling of reference coordinates, No, All or COM 

refcoord_scaling         = No 

; Random seed for Andersen thermostat 

andersen_seed            = 815131 
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; OPTIONS FOR QMMM calculations 

QMMM                     = no 

; SIMULATED ANNEALING 

; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic) 

annealing                = no 

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN 

gen_vel                  = yes 

gen_temp                 = 308.0 

gen_seed                 = 173529 

; OPTIONS FOR BONDS 

constraints              = all-bonds 

; Type of constraint algorithm 

constraint-algorithm     = lincs 

; Do not constrain the start configuration 

continuation             = no 

; Use successive overrelaxation to reduce the number of shake iterations 

Shake-SOR                = no 

; Relative tolerance of shake 

shake-tol                = 1e-04 

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix 

lincs-order              = 4 

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for 

; normal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs. 

; For energy minimization with constraints it should be 4 to 8. 

lincs-iter               = 1 

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond 

; rotates over more degrees than 

lincs-warnangle          = 30 

; Convert harmonic bonds to morse potentials 

morse                    = no 

; WALLS 

; Number of walls, type, atom types, densities and box-z scale factor for 

Ewald 

nwall                    = 0 

; COM PULLING 

; Pull type: no, umbrella, constraint or constant_force 

pull                     = no 
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; NMR refinement stuff 

; Distance restraints type: No, Simple or Ensemble 

disre                    = No 

; Force weighting of pairs in one distance restraint: Conservative or Equal 

disre-weighting          = Conservative 

; Use sqrt of the time averaged times the instantaneous violation 

disre-mixed              = no 

disre-fc                 = 1000 

disre-tau                = 0 

; Output frequency for pair distances to energy file 

nstdisreout              = 100 

; Orientation restraints: No or Yes 

orire                    = no 

; Orientation restraints force constant and tau for time averaging 

orire-fc                 = 0 

orire-tau                = 0 

orire-fitgrp             = 

; Output frequency for trace(SD) and S to energy file 

nstorireout              = 100 

; Dihedral angle restraints: No or Yes 

dihre                    = no 

dihre-fc                 = 1000 

; Free energy control stuff 

free-energy              = no 

 

NAMD (Arquivo de parâmetros .conf): 

#initial config 

coordinates                      2pk.2.4.0.pdb 

bincoordinates                   2pk.2.4.0r.coor 

extendedsystem                   2pk.2.4.0r.xsc 

binvelocities                    2pk.2.4.0r.vel 

#temperature                      300 

seed                             12345 

# harmonic constraints 

constraints                      off 
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consexp                          2 

consref                          2pk.2.4.0.hrm 

conskfile                        2pk.2.4.0.hrm 

conskcol                         B 

constraintScaling               1.0 

# steered molecular dynamics 

SMD                              off 

SMDFile                          2pk.2.4.0.std 

SMDk                             7.0 

SMDVel                           0.00001 

SMDDir                           0.0 0.0 -1.0 

SMDOutputFreq                    160 

#output params 

binaryoutput                     no 

outputname                       2pk.2.4.1 

outputenergies                   2000 

outputtiming                     2000 

outputpressure                   2000 

binaryrestart                    yes 

dcdfile                          2pk.2.4.1.dcd 

dcdfreq                          2000 

XSTFreq                          2000 

restartname                      2pk.2.4.1r 

restartfreq                      2000 

#pme parameters 

#ldbUnloadPME                     yes 

PME                              on 

PMETolerance                     10e-6 

PMEInterpOrder                   4 

PMEGridspacing                   1 

PMEPencils                       12 

#temperature control and equilibration 

langevin                         on 

langevintemp                     300 

langevindamping                  0.1 

#reassignfreq                     100 

#reassigntemp                     300 

#reassignincr                     0 
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#reassignhold                     300 

#pressure control 

Usegrouppressure                 yes 

useflexiblecell                  yes 

useConstantArea                  no 

langevinpiston                   on 

langevinpistontarget             1 

langevinpistonperiod             200 

langevinpistondecay              100 

langevinpistontemp               300 

surfacetensiontarget             10.0 

strainrate                       0. 0. 0. 

#brnch_root_list_opt 

splitpatch                       hydrogen 

hgroupcutoff                     2.8 

#integrator params 

timestep                         2.0 

firstTimestep                    0 

fullElectFrequency               2 

nonbondedfreq                    1 

#force field params 

structure                        2pk.2.4.0.psf 

paratypecharmm                   on 

parameters /scratcha/treptow/2pk/namd/par_all27_prot_lipid.prm 

parameters /scratcha/treptow/2pk/namd/par_UA-lipids-1.6.prm 

exclude                          scaled1-4 

1-4scaling                       1.0 

rigidbonds                       all 

rigidtolerance                   0.00001 

rigiditerations                  400 

cutoff                           11.0 

pairlistdist                     13.0 

stepspercycle                    16 

switching                        on 

switchdist                       8.0 

#script 

#minimize                         400 

run                              5000000 
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Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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